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1.1 Die freie mikrochirurgische Gewebetransplantation 
Große Haut-Weichteildefekte können durch ein Trauma oder eine Resektion von verän-
dertem Gewebe entstehen und stellen immer wieder eine Herausforderung für die plas-
tisch-chirurgische Defektdeckung dar. Eine rasche und sichere Wundbedeckung ist wich-
tig, um schlecht heilende oder infizierte Weichteildefekte zu verhindern.  
Häufig können Defekte in bestimmten Körperregionen wegen eines lokalen Gewebeman-
gels durch sogenannte Nahlappenplastiken nicht verschlossen werden (Henne-Bruns D, 
2003). Die fehlende Barrierefunktion der Haut sowie freiliegende und oft schlecht durch-
blutete tiefere Strukturen wie z.B. Sehnen und Knochen erfordern dann eine dringliche 
Defektdeckung mit gut durchblutetem Gewebe aus weiter entfernten Körperregionen. 
Hierzu muss ein durchbluteter Gewebelappen, der von einem eigenen axialen Blutgefäß-
stiel ernährt wird, gehoben und „frei“ transplantiert werden. Der Gefäßstiel wird mit sei-
nen Enden an ein Gefäßbündel im Empfängergebiet unter dem Operationsmikroskop an-
geschlossen (anastomosiert). 
Bereits 1960 beschrieben Jacobson und Suarez die ersten vaskulären Mikroanastomosen. 
Sie führten mikrochirurgische Operationstechniken ein, verbesserten die Instrumentation 
und Operationsmikroskope. (Germain MA, 2001) 
Der Gebrauch des Operationsmikroskops hat viele neue Möglichkeiten in der plastisch-
rekonstruktiven Chirurgie eröffnet. Mikrovaskuläre Chirurgie schien eine Technik für eine 
Vielzahl an  Anwendungen darzustellen. Der Transfer von Lappen und die Revaskularisati-
on durch mikrovaskuläre Anastomosen der Gefäßstiele bedeuteten den Beginn der freien 
Lappen. In wenigen Jahrzehnten sind die mikrochirurgischen Techniken in der plastischen 
Chirurgie voll ausgereift. (Bos, 2000) 
Die Möglichkeit der Anastomose von Gefäßen von weniger als 1 mm Durchmesser erlaub-
te den entfernten Transfer von Gewebe mit einer bekannten Blutversorgung von einer 
Stelle des Körpers zu einer anderen. (Miller CW, 1990) 
Die mikrovaskuläre Chirurgie wurde eine wichtige Methode zur Rekonstruktion komple-
xer chirurgischer Defekte durch freie vaskularisierte Transplantate. Die Mehrheit der 
freien Lappen wird angewandt, um Defekte zu rekonstruieren, die aufgrund einer Tumor-
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entfernung oder einem Trauma resultieren. (Germain MA, 2001) 
Die gute Vaskularisation kann auch als Basis zur Ausheilung chronischer Infektionen die-
nen. Selbst gewichtstragende Partien wie Ferse und Sohle lassen sich durch eine Rekon-
struktion mit sensibel innervierten Transplantaten erfolgreich behandeln und halten einer 
späteren funktionellen Belastung stand. (Noever G, 1986) (Frick A, 1999) 
1.1.1 Unterteilung der Weichteillappen 
Weichteillappen können unter anderem nach der Art der Blutversorgung unterteilt wer-
den. Zum einen gibt es willkürlich gebildete (random pattern) und axiale Lappenplastiken, 
bei denen Blutgefäße und Nerven nicht durchtrennt werden müssen, da der Gewebelap-
pen ortsnah geschwenkt wird. (Henne-Bruns D, 2003) 
Zum anderen gibt es freie Lappenplastiken, bei denen die versorgenden Gefäße des 
transponierten Lappens an die Blutversorgung im Empfängergebiet mittels Mikroanasto-
mosen angeschlossen werden. (Henne-Bruns D, 2003) 
1.2 Intraoperative und postoperative Komplikationen 
Nach der Hebung des freien Lappens wird dieser unweigerlich einer Ischämiezeit ausge-
setzt. Man nennt dies primäre Ischämie. (Angel MF, 1991) 
Die Reperfusion von ischämischem Gewebe nach Eröffnung des arteriellen Zustroms im 
Empfängerareal resultiert in einem lokalen oder systemischen Schaden, der assoziiert ist 
mit der Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen, Leukozyten, lokale Mediatoren, 
Thromboxan, Komplement und Zytokinen. Ischämie/Reperfusion stört die empfindliche 
Balance, die die Homöostase in der mikrovaskulären Perfusion aufrecht erhält (Jokuszies 
A, 2006).  
Eine Zellschädigung nach einem ischämischen Intervall tritt in der frühen Phase der Re-
perfusion auf. Ames et al (Ames A, 1968) beschrieben bereits vor mehr als 40 Jahren ei-
nen gebietsweisen Verschluss postischämisch veränderter Kapillaren im Gehirn als „No-
Reflow-Phänomen“. 
Im weiteren postoperativen Verlauf kann es zu einer erneuten sekundären Ischämie in-
folge von Hämatomdruck oder Sekundärheilung der bedeckenden Weichteile mit nach-
folgender oder auch isolierter Thrombose kommen. (Kerrigan CL, 1984), (Hjortdal VE, 
1994), (Angel MF, 1990), (Hauge EM, 1997) 
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Die Anastomose ist dabei besonders thrombosegefährdet (Shaw, 1983). Der Lappenver-
lust schwankt in der Literatur je nach Autor und Studie zwischen 3,8% und 10% (Jokuszies 
A, 2006). Laut D'Arpa (D'Arpa S, 2005) liegt die Thromboserate bei 5-30%. 
Hjortdal et al (Hjortdal VE, 1994) hatten in einer Studie an Schweinen die zugrunde lie-
gende Pathophysiologie der mikrozirkulatorischen intravaskulären Thrombose nach Lap-
pentransplantationen untersucht. Nach Applikation radioaktiv markierter Thrombozyten 
und Fibrinogen sind diese nach venöser Stase im Vergleich zu Kontrolllappen akkumuliert. 
Ebenso ist der Hämatokrit signifikant angestiegen. Elektronenmikroskopisch konnte eine 
Extravasation von Erythrozyten gezeigt werden sowie aktivierte Thrombozyten, Fibrin und 
Erythrozyten in erweiterten und teilweise zerstörte Kapillaren (Hjortdal VE, 1994). 
1.3 Virchow-Trias 
Die Virchow-Trias beschreibt die ursächlichen Faktoren der Entstehung einer Thrombose. 
Der deutsche Pathologen Rudolf Virchow (1821–1902) (Virchow, 1856) hatte bereits 1856 
die unerwünschte Gerinnselbildung, das heißt eine „Blutstillung am falschen Ort“ be-
schrieben (Henne-Bruns D, 2003). Demnach wirken auf die Entstehung der Thrombosen  
im Wesentlichen drei Faktoren ein: 
1. Endothelschäden (Schäden an der Gefäßwand durch z.B. Entzündungen)  
2. Veränderungen der Strömungsgeschwindigkeit des Blutes  
3. Veränderungen der Blutbeschaffenheit  
Zwischenzeitlich sind als Ursachen der Thromboseneigung eine Vermehrung der Throm-
bozytenzahl, eine Steigerung der Thrombozytenfunktion, eine Zunahme der Aktivität von 
Gerinnungsfaktoren, eine Abnahme von Hemmkörpern der Gerinnungsfaktoren, eine 
verminderte fibrinolytische Aktivität, entzündliche oder degenerative Gefäßwandverän-
derungen, eine verlangsamte Blutströmungsgeschwindigkeit und eine gesteigerte Blutvis-
kosität charakterisiert worden (Henne-Bruns D, 2003). 
Bei einer Kompression der Lappenvene durch ein Hämatom oder eine Schwellung kann es 
zur venösen Abflussstörung kommen. Damit ist bereits ein Faktor der Virchow-Trias zur 




Abbildung 1: Thromboseentstehung 
1.4 Nicht-medikamentöse Reduzierung der postoperativen Komplikationen 
Minimiert werden kann das Risiko von Lappen(teil-)nekrosen durch Optimierung der Ope-
rationstechnik, bei der Manipulationen wie Zerren oder Drehen am Gefäßstiel vermieden 
werden, sowie ein unversehrtes Endothel des Empfängergefäßes und die verminderte 
Dauer der Ischämiezeit (Jokuszies A, 2006). 
1.5 Medikamentöse Einflussnahme auf postoperative Komplikationen 
Medikamentöse Einflussnahme auf Rheologie (Li D, 1997) und Vasomotorik (Frick A, 




Heparin ist ein gerinnungshemmendes Medikament. 
So hatte bereits eine Studie von Kirschner et al. (Kirschner RE, 1999) mit Sprague-Dawley-
Ratten ergeben, dass die lokale Applikation von Heparin direkt in freie Transplantate nach 
sekundärer venöser Ischämie eine signifikant höhere Überlebensrate der Lappentrans-
plantate bewirkt hatte. Die Autoren verglichen dabei eine unbehandelte Kontrollgruppe 
und eine Gruppe von Tieren, die Heparin systemisch appliziert bekommen hatten. 
1.5.2 Prostazykline 
Mittlerweile sind neuere Pharmaka isoliert worden, die die Blutplättchenaktivierung iso-
liert hemmen können und eine Gefäßerweiterung bewirken, die Prostazykline.  
In einer Untersuchung von Frick et al (Frick A, 1999) wurde im Tiermodell die Wirkung der 
langwirksamen Prostazykline Iloprost und Cicaprost auf das Transplantatüberleben unter-
sucht. Diese Prostazykline führten zu einem effektiven Schutz vor dieser fatalen Blutge-
rinnselbildung. 
1.5.3 Rekombinanter Gewebeplasminaktivator (rtPA, ein Fibrinolytikum) 
Fibrinolytika vermögen bereits ausgebildete Blutgerinnsel aufzulösen und Gefäße zu re-
kanalisieren. Besondere Derivate (rtPA) wiederum entfalten ihre Wirkung nur in bereits 
vorhandenen Gerinnseln. (Karow T, 2006)  
 
Aktivierung der Fibrinolyse (Estler C-J, 2007) 
Ein Fibrinnetzwerk bildet  eine neue Oberfläche, die selbst zur Initiierung der eigenen Pro-
teolyse beiträgt. Von Endothelzellen produziertes tPA, dessen Freisetzung u.a. durch va-
soaktive Substanzen wie den plättchenaktivierenden Faktor (PAF),  Adrenalin, Desmo-
pressinacetat oder Thrombin induziert werden kann, bindet zusammen mit Plasminogen 
an Fibrin. Der entstehende Multikomponenten-Enzymkomplex (tPA-Enzym, Fib-
rin=Cofaktor, Plasminogen=Substrat) führt zur effektiven Plasminbildung, die auf den 
Wundheilungsort beschränkt bleibt. Über einen proteolytischen Nebenweg kann am En-
dothel generiertes Kallikrein auch zur intrinsischen Bildung von Plasmin beitragen. 
 
Die Wirkung auf bedrohte freie mikrovaskuläre Transplantate ist bislang noch nicht voll-
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ständig geklärt. Gentechnisch hergestelltes rtPA (Alteplase, Actilyse®) fördert als Plasmi-
nogenaktivator die Fibrinolyse (Karow T, 2006). 
Rinker hatte in einer klinischen Studie (Rinker BD, 2007) zwischen 2000 und 2005 unter-
sucht, ob die isolierte Perfusion von rtPA freien Lappen vor dem Verlust eher retten konn-
te als die alleinige chirurgische Revision der Anastomose. Dabei wurden in der mit rtPA 
behandelten Gruppe (Thrombektomie plus rtPA-Gabe) 67% und in der Nicht-rtPA-Gruppe 
(nur Thrombektomie) 29% der Lappen nach einer vorangegangen Thrombose gerettet. 
Das Ergebnis war allerdings statistisch nicht signifikant. Eine höhere Dosis rtPA hatte die 
Lappenüberlebensrate nicht erhöht. 
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2 Fragestellung und Ziel der Studie 
Intraoperative primäre Ischämie bei Weichteilgewebe kann nach der Verpflanzung 
(Transposition) zu Reperfusionsschäden durch eine gestörte Homöostase der mikrovasku-
lären Perfusion führen (Jokuszies A, 2006). 
Thrombosierung oder Vasospasmen der zu- oder abführenden anastomosierten Blutgefä-
ße als sekundäre Ischämie/Stase im späteren postoperativen Verlauf können zu deren 
Verschluss führen und das Transplantat dadurch erneut vital bedrohen.  
Die komplexen Mechanismen der Störung der Durchblutung in den kleinen und kleinsten 
Blutgefäßen der Transplantate ist jedoch bisher nur ansatzweise bekannt (Frick A, 1999). 
Daher muss zusätzlich zur Verbesserung der Operationstechnik auch eine Optimierung 
der medikamentösen Behandlung erfolgen. Obwohl bisher viele experimentelle und klini-
sche Studien durchgeführt wurden, gibt es noch keinen Konsens bezüglich der Effektivität 
und der optimalen Dosierung verschiedener pharmakologischer Substanzen für die Prä-
vention und Behandlung von Thrombosen in der Mikrochirurgie.  
Einige gerinnungshemmende Medikamente wie Heparin haben schwerwiegende Neben-
wirkungen, wie eine Verschlechterung der Durchblutung durch Kompression als Folge 
einer Blutung in die Umgebung von blutzuführenden Gefäßen (Shaw, 1983). 
Bisherige Indikationsgebiete von high-dose-Heparin sind Behandlungen venöser Throm-
ben und Lungenembolien, instabiler Angina pectoris, akuter Myokardinfarkte und die 
Prophylaxe von Rethrombosen nach Fibrinolyse, Prophylaxe von Thrombosen bei Hämo-
filtration, Hämodialyse, extrakorporaler Zirkulation. Das Indikationsgebiet von low-dose-
Heparin ist die (postoperative) Thromboseprophylaxe (Karow T, 2006). 
Die Prostazykline Iloprost und Cicaprost erwiesen sich bereits bei Frick et al (Frick A, 1999) 
als effektiven Schutz vor dieser fatalen Blutgerinnselbildung. 
Die Auflösung bereits gebildeter Blutgerinnsel und die Rekanalisation von Gefäßen gelin-
gen hingegen mit Fibrinolytika. Gentechnologisch hergestelltes rtPA (engl.: recombinant 
tissue plasminogen activator) fördert als Plasminogenaktivator die Fibrinolyse.  
Die bisherigen Indikationen für eine rtPA-Therapie sind die Therapie des akuten Myokard-
infarkts, der Phlebothrombose, der Lungenembolie, der pAVK und des Schlaganfalls 




In einer früheren klinischen Studie (Rinker BD, 2007) wurden Heparin und rtPA bereits 
nach Auftreten postoperativer Thrombosen eingesetzt und durch rtPA, wenn auch nicht 
signifikant, die Überlebenswahrscheinlichkeit der Gewebelappen erhöht. 
In der vorliegenden experimentellen Untersuchung wurde der pharmakologische Einfluss 
sowohl von Heparin als auch des Fibrinolytikums rtPA auf das Überleben frei transplan-
tierter Lappenplastiken nach sekundärer venöser Stase untersucht. 
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3 Material und Methoden 
Die experimentellen Untersuchungen wurden am Institut für Chirurgische Forschung im 
Walter-Brendel-Zentrum der Universität München (Direktor: Prof. Dr. Pohl), Klinikum 
Großhadern, in der Zeit von Dezember 2005 bis November 2007 durchgeführt. 
3.1 Versuchstiere 
Als Versuchstiere dienten  männliche Sprague Dawley-Ratten mit einem Gewicht von 210 
bis 520 Gramm ausgewählt. Diese wurden bezogen von der Firma Charles River, Sulzfeld, 
Deutschland. Die Tiere waren unvorbehandelt und infektfrei mit einer mindestens einwö-
chigen Akklimatisierungszeit.  
3.2 Versuchsablauf 
 
Abbildung 2: Versuchsablauf 
3.3 Durchführung der Transplantation 
3.3.1 Vorbereitungen des Versuchstieres 
Zur Durchführung der freien, mikrovaskulären Transplantation wurden die Tieren zur 
Narkose in einen Ätherrausch versetzt und intraperitoneal eine Initialdosis von 1,2 ml 
bestehend aus 0,05 ml Fentanyl (Fa. Janssen, Neuss), 1,07 ml Midazolamhydrochlorid 
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(Midazolam-ratiopharm® 5mg/5ml, Fa. Ratiopharm GmbH, Ulm) und 0,08 ml Medetomid-
inhydrochlorid (Dormitor ®, Fa. Pfizer GmbH, Karlsruhe) appliziert. Nach Erreichen der 
erforderlichen Narkosetiefe wurde jedes Tier auf einem beheizten Operationstisch gela-
gert, in der rechten Leistengegend rasiert und mit 2 Liter O2/Minute beatmet. Die Narko-
se wurde dann im 30-minütigem Abstand bis zum Ende der Transplantation mit je einem 
Bolus von 0,5 ml des Narkose-Gemischs fortgeführt. 
 
Abbildung 3: Lappenentnahmestelle in der Leiste beim Versuchstier 
3.3.2 Leistenlappenhebung 
In der rechten Leiste wurde ein mit 3 cm im Durchmesser großer adipokutaner Lappen 
umschnitten (Abb. 3). Die weiteren Schritte  der Operation wurden unter einem Operati-
onsmikroskops OPMI 6-F (Fa. Zeiss, Oberkochen) durchgeführt. Dabei wurden die epigast-
rischen Gefäße präpariert. Die proximalen und distalen Femoralisgefäßsegmente am Ab-
gang der epigastrischen Gefäße wurden dargestellt. Der Gefäßstiel wurde bis unterhalb 
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des Abgangs der tiefen Femoralgefäße isoliert. Distal davon wurden Arteria und Vena 
femoralis superficialis ligiert und durchtrennt. Anschließend wurde der Gefäßstiel mit 
Heparinlösung angespült und das Transplantat mit gekühlter Vollelektrolytlösung be-
feuchtet. Die Transplantatentnahmestelle wurde mit einer fortlaufenden Naht (Resolon  
Nadel DS 16, Fa. Resorba, Nürnberg) verschlossen. 
 
Abbildung 4: Lappenhebung in der Leiste beim Testtier 
3.3.3 Transplantation des freien Leistenlappens an den Hals 
Am Hals wurde ein von ca. 4 cm im Durchmesser großer Bereich rasiert und median ein 
im Durchmesser von 3 cm großer adipokutaner Lappen umschnitten.  
Die weiteren Schritte erfolgten unter des Operationsmikroskops (OPMI 6-F, Fa. Zeiss, 
Oberkochen). Die linke Arteria carotis communis und die linke Vena jugularis wurden mik-
rochirurgisch  dargestellt. Die linke Arteria carotis communis wurde proximal mit einer 
Bulldogklemme nach De Bakey-Hess (BH 30, Fa. Aesculap AG, Tuttlingen) abgeklemmt, 
distal mit einem Polygalactinfaden (Vicryl® Stärke 4-0, Fa. Ethicon GmbH, Norderstedt)  
ligiert und dazwischen durchtrennt. Das proximale Ende der Arterie wurde daraufhin mit 
dem Gefäßstiel der Arteria femoralis superficialis des freien Lappens mit Einzelknopfnäh-
ten End zu End anastomosiert. Hierzu wurde ein nicht-resorbierbarer Faden (Ethilon®, 
Stärke 10-0 BV-4, Fa. Ethicon GmbH, Norderstedt) verwendet. Die linke Vena jugularis 
wurde proximal mit einer Bulldogklemme nach De Bakey-Hess (BH 30, Fa. Aesculap AG, 
Tuttlingen) abgeklemmt, distal ligiert und dazwischen durchtrennt. Das proximale Ende 
der Vene wurde mit dem Gefäßstiel der Vena femoralis superficialis des freien Lappens 
mit Einzelknopfnähten anastomosiert. Dabei wurde ein nicht-resorbierbarer Ethilon®-
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Faden der Stärke 10-0 BV-4 (Fa. Ethicon GmbH, Norderstedt) verwendet. Im Anschluss 
wurden die Mikrogefäßklemmen an Arterie und Vene entfernt. Der arterielle Zufluss und 
der venöse Abfluss wurden durch einen Ausstreichtest (Acland, 1972), (Hayhurst JW, 
1975) zwischen zwei Mikropinzetten unter dem Operationsmikroskops überprüft. Dabei 
wurde die Gefäßwand proximal der Anastomose mit den Branchen der einen Mikropin-
zette komprimiert, womit der Blutfluss unterbrochen war. Mit der zweiten Mikropinzette 
wurde die Blutsäule im Gefäß über die Anastomose ausgestrichen, so dass der Anastomo-
senbereich blutleer war. Bei intaktem Gefäßfluss musste sich das Gefäß nach Entfernung 
derjenigen Pinzette, die proximal der Blutflussrichtung war, unmittelbar füllen. Die Lap-
penränder wurden durch Einzelknopfnähte (Prolene®, Fadenstärke 3-0, Fa. Ethicon 
GmbH, Norderstedt) an das  Halsgewebe adaptiert. Dabei wurde besonders darauf geach-
tet, dass die neu anastomosierten Gefäße weder torquiert noch übermäßig abgedrückt 
wurden, um technisch bedingte Ischämien zu vermeiden. 
Nur Tiere mit intakten Anastomosen wurden einbezogen. 
Die Narkose wurde mit einem Antidot von mindestens 2,0 ml bestehend aus 0,124 ml 
Atipamezol Hydrochlorid (Antisedan®, Fa. Pfizer GmbH, Karlsruhe), 1,63 ml Flumazenil 
(Anexate®, Fa. Roche Pharma AG, Basel, Schweiz) und 0,24 ml Naloxonhydrochlorid-
Dihydrat (Naloxon Inresa®, Fa. Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg) beendet. Bei größeren 
Tieren oder sehr tiefer Narkose wurde das Volumen auf 3 ml erhöht. 
 
Abbildung 5: Versuchstier nach Abschluss der Transplantation 
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3.4 Durchführung des Versuchs 
3.4.1 Substanzen für die Intravitalmikroskopie 
Um beim Versuchstier in vivo die Perfusion der Gefäße im transplantierten Lappen beur-
teilen zu können, wurde ihm Fluorescein-isothiocyanate (FITC-Dextran MG 50.000, Fa. 
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA, 50 mg/kg Körpergewicht) und speziell angefärbte 
Spender-Thrombozyten injiziert. Plasma beziehungsweise Spenderthrombozyten lassen 
sich dann bei einer bestimmten Wellenlänge (450 nm) intravital mikroskopisch darstellen. 
3.4.1.1 Plasma-Farbstoff 
- Fluorescein isothiocyanate (=FITC-Dextran) ist ein fluoreszierender Farbstoff.  
Aufbereitung von FITC:  
1 g FITC-Dextran (Firma Sigma-Aldrich, St Louis, USA) (MW 50.000) wird zusammen mit 20 
ml 0,9% NaCl und einem Rührfisch in ein Becherglas gefüllt. Dabei wird das Becherglas mit 
Alufolie umwickelt und 30 Minuten auf einem Magnetrührer gerührt. Unter Flow wird 
FITC-Dextran in 20 ml-Spritzen aufgezogen, über Minisat-Filter steril in Erlenmeyerkolben 
filtriert. Aliquots werden anschließend in 1 ml-Spritzen aufgezogen und bei  -20 °C gela-
gert. 
3.4.1.2 Substanzen für Test-Thrombozyten 
Für die Markierung der Test-Thrombozyten (Massberg S, 1998) für die Intravitalmikrosko-
pie werden folgende Substanzen benötigt: 
- Alsevers-Puffer (isotonische Salzlösung): Pufferlösung 
- DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline): Pufferlösung 
- PGE1 (Prostaglandin E1): thrombozytenaggregationshemmend 
Aufbereitung von PGE1:  
1 mg Prostaglandin E1 (Firma Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) wurde in 50 ml NaCl  0,9% 
gelöst. 
Lagerung bei -20 °C 
 
- Carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester (CFDA-SE) (Fa. Sigma-Aldrich, St. 
Louis, USA),  ein Fluoreszenz-Farbstoff der membrangängig ist. Er bindet an zytoplas-
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matische Proteine und beeinträchtigt die Zellfunktion nicht. Von intrazellulären Ester-
asen wird er durch Abspaltung zweier Azetatgruppen in das floureszierende Car-
boxyfloureszein-Succinimidyl Ester (CFSE) umgewandelt, das weniger membrangängig 
ist. 
Dieser Farbstoff dient der Anfärbung der Thrombozyten. 
Aufbereitung von CFDA-SE:  
25g CFDA-SE (=50 mM) (Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gelöst in 897 l  
Dimethylsulfoxid (DMSO) (ist membranstabilisierend). Lagerung bei -20°C. 
3.4.2 Gewinnung und Aufbereitung der Test-Thrombozyten 
3.4.2.1 Gewinnung von Spenderblut 
Die Thrombozyten, die für die Beurteilung der makro- und mikrovaskulären Perfusion im 
transplantierten Lappen benötigt wurden, stammten von einem Spendertier.  
Als Spendertiere dienten männliche Sprague Dawley-Ratten. Alle Spendertiere hatten ein 
Gewicht zwischen 210 bis 520 Gramm. Bezogen wurden sie wie auch die Testtiere von der 
Firma Charles River, Sulzberg, Deutschland. 
Das Spendertier wurde in einen Ätherrausch versetzt, um Blut mittels Herzpunktion zu 
gewinnen. Die Punktionsspritze wurde vorab mit Heparin benetzt. Als Kanülengröße wur-
den 19G gewählt. Je nach Körpergröße konnten bis zu 8 ml Blut punktiert werden. Das 
Spendertier wurde in der nachfolgenden Äthernarkose euthanasiert. 
3.4.2.2 Aufbereitung der Thrombozyten des Spendertiers 
2 mit Heparin benetzte Zentrifugenröhrchen wurden je mit 400 l Alsevers-Puffer, 30 l 
PGE1, 1600 l Vollblut und 1000 l DPBS bestückt. Bei 900 Umdrehungen/Minute wurden 
die Röhrchen 10 Minuten lang zentrifugiert. Dabei durfte die Zentrifuge nach Ablauf der 
Zeit nicht abrupt abbremsen, da sich sonst die Schichten wieder vermischt hätten. Nach 
Beendigung wurde der Überstand, welcher aus plättchenreichem Plasma bestand, vor-
sichtig unter Belassung des Buffy coats abpipettiert und in 2 weitere Zentrifugenröhrchen 
verteilt. Den Röhrchen wurden je 3000 l DPBS, 800 l Alsevers-Puffer, 100 l PGE1 und 6 
l CFDA-SE zugefügt. Nach 5-minütiger Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur wur-
den die Röhrchen bei 3000 Umdrehungen/Minute für 10 Minuten zentrifugiert. Der Über-
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stand wurde dekantiert und verworfen. Am Röhrchenboden befanden sich schließlich die 
angefärbten Thrombozyten, die mit jeweils 300 l DPBS resuspendiert wurden. Bei dieser 
Suspension wie auch aus dem ursprünglichen Vollblut des Spendertiers wurden Throm-
bozytenmessungen im Coulter-Counter durchgeführt um potentielle Fehler anhand einer 
zu geringen Thrombozytenzahl aufzudecken. (Massberg S, 1998) 
3.4.3 Trüfsubstanzen 
3.4.3.1 Tutofusin 
- Kontrollsubstanz für Gruppe B 
- Vollelektrolytlösung bestehend aus Na, Ca, Cl, K und Mg 
3.4.3.2 Heparin 
- Prüfpharmakon für Gruppe C 
- unfraktioniertes Heparin wirkt gerinnungshemmend, 
- es dient der Komplexbildung mit Antithrombin III (AT-III). Dadurch wird 
die inhibierende Wirkung von AT-III um den Faktor 1000 beschleunigt. 
- Thrombin, Faktor Xa, XIa, XIIa und Kallikrein werden inaktiviert, 
- die Lipoproteinlipase wird aktiviert. 
3.4.3.3 rtPA 
- Prüfsubstanz für Gruppe D 
- TPA ist eine nahezu in allen humanen Geweben vorhandene Substanz, die als Gewe-
be-Plasminogen-Aktivator (tissue-type - PA, = tPA) bezeichnet wird  
- RtPA ist ein gentechnisch hergestellter physiologischer Plasminogenaktivator. 
- RtPA (Actilyse®) (Fa. Boehringer, Ingelheim): rekombinanter tissue type plasminogen 
activator. 
- Es ist fibrinselektiv, das heißt, es aktiviert vorwiegend das an Fibrin gebundene Plas-
minogen. In Gegenwart von Fibrin entwickelt es ein Vielfaches seiner sonstigen Aktivi-
tät und wirkt somit selektiv an Thromben. 
- Es hemmt nicht die Blutgerinnung. 
- Halbwertzeit von rtPA beträgt etwa 4,4 min. 




Gruppe A B C D 
Anzahl der 
Tiere 
5 8 9 10 
Pharmakon keine Tutofusin Heparin rtPA 
Tabelle 1: Anzahl der Tiere in den Versuchsgruppen 
3.5 Vorbereitung des Testtiers 
24 Stunden nach der erfolgreichen Transplantation des Leistenlappens an den Hals wurde 
das Tier zur Narkose in einen Ätherrausch versetzt und intraperitoneal eine Initialdosis 
von 1,2 ml bestehend aus eines Gemisches  aus 0,05 ml Fentanyl (Fa. Janssen, Neuss), 
1,07 ml Midazolamhydrochlorid (Midazolam-ratiopharm® 5mg/5ml, Fa. Ratiopharm 
GmbH, Ulm)  und 0,08 ml Medetomidinhydrochlorid (Dormitor ®, Fa. Pfizer GmbH, Karls-
ruhe) appliziert. Nach Erreichen der erforderlichen Narkosetiefe wurde das Tier auf einem 
beheizten Operationstisch gelagert, in der linken Leistengegend rasiert und mit 2 Liter 
O2/min beatmet. Anschließend wurde die noch verbliebenen Haare der linke Leiste mit 
Enthaarungscreme Pilca (Fa. GlaxoSmithKline, München) entfernt. Die linke Leiste hat bei 
der nachfolgenden Intravitalmikroskopie als Kontrollareal gedient. Die Narkose wurde 
dann im 30-minütigem Abstand bis zum Ende der Operation mit jeweils 0,5 ml des Narko-
se-Gemischs aufrechterhalten. 
Nach Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe wurde der Lappen aus seinem Bett her-
ausgelöst und die Stielgefäße exponiert. Dabei wurden Tiere mit einer thrombosierte Ar-
terie oder Vene an der Anastomosenstelle vom weiteren Versuch ausgeschlossen. Im Fal-
le durchgängiger Gefäße wurde im distalen Stumpf der Arteria femoralis superficialis des 
Lappens nach Abklemmung und Lösen der Ligatur ein Katheter mit einem Durchmesser 




Abbildung 6: Katheter in Arterie einge-
führt  
Abbildung 7: Test auf positiven Rückfluss 
in den Katheter 
 
An der rechten Leiste wurde die Naht wieder geöffnet, die Ligatur an der Vena femoralis 
superficialis entfernt und ein Katheter von 0,4 mm Durchmesser eingelegt. Dieser Kathe-
ter diente zur Aufrechterhaltung der Narkose und der Applikation der Kontrastmittel für 
die Intravitalmikroskopie. 
3.5.1 Infusion der Versuchslösungen beim Versuchstier 
Die zu untersuchenden Tiere wurden mittels Randomisierung durch tabellarisierte Zu-
fallszahlen einer Testgruppe zugeordnet. (Linder A, 1959). Über den Katheter im distalen 
Stumpf der Arteria femoralis superficialis im transplantierten Lappen wurde entweder 
keine Infusion (Gruppe A) oder die Pharmaka (Gruppe B-D) mit Dauerinfusionspumpe 
(Perfusor® FM der Fa. Braun, Melsungen) infundiert (Abb. 8). Das Infusionsvolumen wur-
de auf 1 ml (über 10 Min. i.a.) begrenzt. 
 
Abbildung 8: Infusion in das Transplantat 
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3.5.1.1 Dosierung von Tutofusin 
Bei Versuchstieren der Gruppe B wurde 1 ml Tutofusin über 10 Minuten infundiert. 
3.5.1.2 Dosierung von Heparin 
Bei Versuchstieren der Gruppe C wurden 100IU/kg KG in 1 ml Ringerlösung über 10 Minu-
ten infundiert. 
3.5.1.3 Dosierung von rtPA 
Die Maximal-Dosierung von rtPA beim Menschen bei akutem Myokardinfarkt oder akuter 
Lungenembolie sollte 100 mg nicht überschreiten. Bei akutem ischämischem Schlaganfall 
liegt die empfohlene Maximaldosierung bei 90 mg. Dabei teilt sich die Dosis jeweils auf 
einen initialen Bolus und anschließender Infusion über einen definierten Zeitraum auf. 
Somit liegt die durchschnittliche Perfusor®-Dosierung bei 1,5 mg/kg KG. In der Literatur 
sind Dosierungen von 3 mg/kg KG (Umemura K, 2008), 5 mg/kg KG (Alonso de Lecinana 
M, 2006) (Andersen M, 1999), 6 mg/kg KG (Rasmussen RS, 2003), 9 mg/kg KG (Burggraf D, 
2010) und 10 mg/kg KG (Neumann-Haefelin C, 2002) (Niessen F, 2002) (Fagan SC, 2003) 
(Röttger C, 2005) (Yang Y, 2003) (Romanos E, 2007) (Haelewyn B, 2010) bei der Anwen-
dung von rtPA bei Schlaganfällen bei Ratten beschrieben. Wir haben die Dosierung von 
rtPA von 2 mg/kg KG in unserem Experiment gewählt. 
Bei Versuchstieren der Gruppe D wurden 2 mg/kg KG in 1 ml Ringerlösung über 10 Minu-
ten intraarteriell appliziert. 
3.5.2 Abklemmen der Transplantatvene 
Anschließend wurde durch Abklemmen der Lappenvene für 35 Minuten eine temporäre 
venöse Stase experimentell erzeugt (Abb. 9). 
Eigene Vorexperimente zeigten einen positiven Zusammenhang von Infusionsvolumen 
und Lappenüberleben bzw. Verlängerung der Toleranzzeit einer venösen Stase. Die Dauer 
der artifiziell gesetzten venösen Stase wurde von uns experimentell ermittelt und mit 35 
Minuten gewählt. Dies führte in der unbehandelten Kontrollgruppe stets zum Lappenver-




Abbildung 9: Abklemmen der Transplantatvene 
  
Abbildung 10: Abgeklemmte Lappenvene Abbildung 11: Venöse Thrombose 
  
 Venöse Stase 
  Lappen 







Abbildung 12: Lappen post-OP Abbildung 13: Nekrotischer Lappen 5. post-OP-Tag 
3.5.3 Intravitalmikroskopie 
Zur Intravitalmikroskopie wurde ein modifiziertes Auflichtmikroskop (Firma Leitz GmbH, 
Wetzlar) und ein Fluoreszenz-Phasenkontrast-Objektiv Plan-Neo FLUAR (Fa. Zeiss 10x/0,3, 
Oberkochen) verwendet. Für Übersichtsaufnahmen wurde ein 10-fach Objektiv der Firma 
Leitz GmbH, Wetzlar, verwendet. 
3.5.3.1 Vorbereitungen 
Die linke Leiste des Versuchstiers wurde rasiert und anschließend noch mit einer Enthaa-
rungscreme (Pilca, Fa. GlaxoSmithKline, München), unter Einbehaltung einer Einwirkungs-
zeit von 10 Minuten, behandelt. Ebenso wurde der transplantierte Lappen von Resthaa-
ren mittels Enthaarungscreme befreit. Verbleibende Haare bzw. Haarbälge stören das 
Mikroskopieren, da sie eine Eigenfluoreszenz aussenden wie der verwendete Farbstoff. 
Das Tier wurde in einer eigens dafür gebauten Vorrichtung unter dem Mikroskop gela-
gert. Es wurde mit Sauerstoff (2 Liter/Minute) beatmet. Körperbereiche, die für das Mik-
roskopieren nicht relevant waren, wurden mit einer Alufolie bedeckt, so dass das Tier 
nicht auskühlen konnte. 
3.5.3.2 Mikroskopie der gefärbten Thrombozyten 
Über den Katheter in der Vena femoralis superficialis wurden die vom Spendertier ge-
wonnenen und mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFDA-SE angefärbten Thrombozyten inji-
ziert. Nach einer durchschnittlichen Wartezeit von mindestens 10 Minuten nach der In-
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jektion wurde das Mikroskopieren im Peripheriebereich der linken Leiste begonnen. Da-
bei wurden 5 Gesichtsfelder in der Peripherie und 5 Gesichtsfelder im Zentrum unter-
sucht und jeweils eine Minute auf eine Videokassette aufgezeichnet. Im Anschluss daran 
wurden jeweils 5 Gesichtsfelder der Peripherie und 5 Gesichtsfelder des Zentrums des 
Lappens für jeweils 1 Minute auf Videoband aufgezeichnet.  
3.5.3.3 Mikroskopie des angefärbten Plasmas 
Über den Katheter in der Vena femoralis superficialis wurde nach Beendigung der Throm-
bozytenmessung 0,2 ml FITC-Dextran injiziert. Hiermit ließen sich die durchbluteten Kapil-
laren sichtbar machen. Nach einer durchschnittlichen Wartezeit von mindestens 10 Minu-
ten nach der Injektion wurde das Mikroskopieren im Peripheriebereich der linken Leiste 
begonnen. Dabei wurden 5 Gesichtsfelder eingestellt und jeweils 30 Sekunden auf eine 
Videokassette aufgezeichnet. Mit dem mittleren Bereich der linken Leiste wurde ebenso 
verfahren. Im Anschluss daran wurden jeweils 5 Gesichtsfelder der Peripherie und 5 Ge-
sichtsfelder des Zentrums des Lappens für jeweils 30 Sekunden auf Band aufgezeichnet.  
3.5.3.4 Nacharbeiten 
Nach Beendigung der Mikroskopie wurde das Tier wieder auf dem beheizbaren OP-Tisch 
gelagert und mit Sauerstoff (2 Liter/Minute) beatmet. Nach Legen eines intraperitonealen 
Zugangs wurden dem Tier je nach Körpergröße zum Volumenausgleich 8 – 15 ml Tuto-
fusin intraperitoneal appliziert. Der Katheter in der rechten Leiste wurde abgeschnitten 
und mit einem Knoten versehen. Mit einer fortlaufenden Naht und einem Nahtmaterial 
Prolene 3-0 (Fa. Ethicon GmbH, Norderstedt) erfolgte dann der Hautverschluss der rech-
ten Leiste. Die Narkose wurde mit einem Antidot von mindestens 2,0 ml bestehend aus 
0,124 ml Atipamezol-Hydrochlorid (Antisedan®, Pfizer GmbH, Karlsruhe), 1,63 ml Fluma-
zenil (Anexate®, Roche Pharma AG, Basel, Schweiz) und 0,24 ml Naloxonhydrochlorid-
Dihydrat (Naloxon Inresa®, Fa. Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg) beendet. Bei größeren 
Tieren oder sehr tiefer Narkose wurde diese Menge auf 3,0 ml erhöht. Nach dem Erwa-
chen wurde das Tier für weitere 20 Minuten durch eine Infrarotlampe gewärmt. 
3.5.4 Auswertung der intravitalmikroskopischen Untersuchungen 
Die Videoaufzeichnungen der intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurden nach 
Beendigung der Versuche offline ausgewertet. Dadurch konnte die Versuchsdauer und 
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die Belastung für die Tiere auf ein erforderliches Minimum reduziert werden. Die Auswer-
tung erfolgte durch das Computerprogramm Cap-Image (Dr. Zeintl, Heidelberg). 
3.5.4.1 Bestimmung der Thrombozytenanzahl 
Die jeweils 5 Gesichtsfelder aus der Peripherie und des Zentrums der linken Leiste des 
Testtiers mit den angefärbten Thrombozyten, sowie die jeweils 5 Gesichtsfelder aus der 
Peripherie und des Zentrums des transplantierten Lappens mit den angefärbten Throm-
bozyten wurden gesichtet. Pro Gesichtsfeld war eine Länge von einer Minute aufgezeich-
net, die in zwei Schritten zu jeweils 30 Sekunden ausgewertet wurden. Alle die Kapillaren 
durchfließenden Thrombozyten wurden gezählt. Sind Thrombozyten am Endothel haften 
geblieben, so sind diese als anhaftende Thrombozyten gesondert gezählt worden. Dabei 
wurde nicht unterschieden, ob sie während der Auswertung des Gesichtsfeldes oder be-
reits zu Beginn der Auswertung des Gesichtsfeldes am Endothel haften geblieben sind. 
Einige Gesichtsfelder waren teilweise ödematös oder auch mit einem Fibrinfilm belegt, so 
dass die Auswertung erschwert war. Die Auswertbarkeit des Gesichtsfeldes wurde durch 
eine Skala von 0 bis 4 bewertet. 
3.5.4.2 Bestimmung der funktionellen Kapillardichte 
Die funktionelle Kapillardichte ist definiert als die Länge der mit Erythrozyten perfundier-
ten Kapillaren (cm/cm2) pro analysiertes Gesichtsfeld. Sie wird in cm/cm2 bestimmt. Dabei 
werden ausschließlich durchblutete Kapillaren erfasst, die zur Oxigenierung des Haut-
weichgewebes beitragen. 
Auch hier wurden nacheinander die aufgezeichneten Gesichtsfelder aus der Peripherie 
und des Zentrums der linken Leiste des Testtiers mit dem angefärbten Plasma, sowie die 
jeweils 5 Gesichtsfelder aus der Peripherie und des Zentrums des transplantierten Lap-
pens mit dem angefärbten Plasma ausgewertet. Pro Gesichtsfeld war eine Länge von 30 
Sekunden aufgezeichnet. Hier wurde das Band an einer Stelle ausgewertet, die ein opti-
mal scharfes Bild der Kapillaren zeigte. Mit Hilfe des Computerprogrammes Cap-Image 
(Dr. Zeintl, Heidelberg) wurden die durchbluteten Kapillaren markiert und die funktionelle 
Kapillardichte als Mittelwert von fünf ausgewerteten Beobachtungsfeldern und einer Ge-
samtfläche von 69 mm2 bestimmt. 
Durch partiellen Fibrinbelag oder ödematöser Stellen (v.a. im Lappen) war es erschwert, 
alle Kapillaren von der Umgebung exakt abzugrenzen. 
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3.5.4.3 Bestimmung der Kapillardurchmesser 
Der Durchmesser der Kapillaren wurde ebenfalls mit Hilfe des computergestützten Bild-
verarbeitungssystems am Standbild der Videoaufzeichnung bestimmt. Der Fluoreszenz-
marker FITC-Dextran führte zu einer Kontrastierung des Kapillarlumens, so dass die Ge-
fäßwand eindeutig zu bestimmen war. Durch Markierung dieser Grenzen senkrecht zum 
Kapillarverlauf wurde die Distanz in m direkt am Standbild bestimmt.  
3.5.5 Makroskopische Beurteilung 
Jeden 2. Tag bis zu Tag 14 wurde die Lappenregion standardisiert dokumentiert. (Abb. 
14,15) 
 
Abbildung 14: Abfolge Dokumentation eines nekrotischen Lappens 
 
 
Abbildung 15: Abfolge Dokumentation eines vitalen Lappens 
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4 Statistische Auswertung 
Die Ergebnisse sind als Mittelwert (MW) und Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dar-
gestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des kommerziell erhältlichen Statis-
tikprogramms SPSS (Version 15.0, SPSS GmbH, München). Angaben über die verwendeten 
Testverfahren finden sich im Ergebnisteil im Text, in den Tabellen und Abbildungen. 




Insgesamt wurden 32 Tiere ausgewertet. Dabei wurden die funktionelle Kapillardichte, 
der Kapillardurchmesser, die Anzahl der angefärbten fließenden Thrombozyten pro Minu-
te und die Anzahl der länger als 30 Sekunden am Endothel anhaftenden Thrombozyten 
offline nach Ausarbeitung der Videoaufzeichnungen bestimmt.  
Die Vitalität der Lappen wurde bis zum Tag 14 nach Transplantation durch eine makro-
skopische Beurteilung bewertet. 
5.1 Unbehandelte Kontrollgruppen 
Es wurden in unseren Versuchen zwei Kontrollgruppen etabliert: Die unbehandelte Grup-
pe A, deren Versuchstiere keinerlei Perfusat in den transplantierten Lappen erhalten hat-
ten und die Gruppe B, deren Versuchstiere die Vollelektrolytlösung Tutofusin in den 
transplantierten Lappen vor der erzeugten sekundären Stase von 35 Minuten erhalten 
hatten. 
Beim Vergleich der transplantierten Lappen mit der kontralateralen Leiste beider Kon-
trollgruppen zeigte sich ein signifikanter Unterschied der funktionellen Kapillardichte 
(Abb. 16).  
In den Lappen der unbehandelten Kontrollgruppe A betrug die funktionelle Kapillardichte 
in der Peripherie 1,12 cm/cm2, im Zentrum 8,34 cm/cm2. In der Leistenperipherie zeigte 
sich eine funktionelle Kapillardichte von 168,92 cm/cm2, im Leistenzentrum von 198,02 
cm/cm2. 
Bei der Gruppe B mit Vollelektrolytlösung lag die funktionelle Kapillardichte in der Peri-
pherie des Lappens bei 57,04 cm/cm2 und im Zentrum bei 47,23 cm/cm2. Die funktionelle 




5.1.1 Funktionelle Kapillardichte 
 
Abbildung 16:  Funktionelle Kapillardichte (cm/cm2) (x ±SEM) beim Vergleich Lappen mit 
der kontralateralen Leiste bei allen Tieren  der unbehandelten Kontrollgruppe A (n=5) und 
allen Tieren der mit Vollelektrolytlösung infundierten Kontrollgruppe B (n=8),  
* p≤0,05 versus kontralaterale Leiste, (Wilcoxon-Test) 
 
Die Kapillardurchmesser der unbehandelten Kontrollgruppe A betrug in der Lappen-
peripherie 6,25 µm, im Lappenzentrum 7,23 µm, in der Leistenperipherie 4,96 µm und im 
Leistenzentrum 4,9 µm.  
Bei der mit Tutofusin behandelten Gruppe lag der durchschnittliche Kapillardurchmesser 
der Lappenperipherie bei 5,9 µm, des Lappenzentrums bei 5,5 µm, der Leistenperipherie 
bei 4,64 µm und des Leistenzentrums bei 4,76 µm.  























Abbildung 17: Kapillardurchmesser (µm) (x ± SEM) beim Vergleich Lappen mit der kontra-
lateralen Leiste bei allen Tieren der unbehandelten Kontrollgruppe A (n=5) und allen Tie-
























5.1.3 Adhärente Thrombozyten 
Die mittlere Anzahl adhärenten Thrombozyten in der unbehandelten Kontrollgruppe A 
betrug in der Lappenperipherie 1,6, im Lappenzentrum auf 3,4, hingegen in der Leisten-
peripherie und im Leistenzentrum jeweils nur 0,2. Bei der mit Tutofusin behandelten Kon-
trollgruppe B lag die mittlere Anzahl adhärenter Thrombozyten in der Lappenperipherie 
bei 4,75, im Lappenzentrum bei 3,5, in der Leistenperipherie und im Leistenlappen jeweils 
bei 0,13.  
 
Abbildung 18: Mittlere Anzahl (x ± SEM) mindestens 30 Sekunden adhärenter Thrombozy-
ten beim Vergleich Lappen mit der kontralateralen Leiste bei allen Tieren der unbehan-
delten Kontrollgruppe A (n=5) und allen Tieren der mit Vollelektrolytlösung infundierten 
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5.1.4 Fließende Thrombozyten 
Die mittlere Anzahl in einer Minute fließender Thrombozyten lag bei der unbehandelten 
Kontrollgruppe A in der Lappenperipherie und im Lappenzentrum bei 0, in der Leisten-
peripherie bei 29,2 und im Leistenzentrum bei 25,8.  
Bei der mit Tutofusin behandelten Kontrollgruppe betrug die mittlere Anzahl in einer Mi-
nute fließender Thrombozyten in der Lappenperipherie 7,25, im Lappenzentrum 3,38, in 
der Leistenperipherie 16,88 und im Leistenzentrum 9,5. 
 
Abbildung 19: Mittlere Anzahl (x ± SEM)  in einer Minute fließender Thrombozyten beim 
Vergleich der Lappen mit der kontralateralen Leiste bei allen Tieren der unbehandelten 
Kontrollgruppe A (n=5) und allen Tieren der mit Vollelektrolytlösung infundierten Kon-
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5.1.5 Vitalität der Transplantate 
Bei den beiden Kontrollgruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied im Hinblick auf 
die Vitalität ihrer Lappen (Tabelle 2) 
 Vitale Transplantate Nekrotische Transplantate 
Kontrollgruppe A 0 5 
Kontrollgruppe B 1 7 
Tabelle 2: Vitalität der Transplantate der beiden Kontrollgruppen 





5.2.1 Funktionelle Kapillardichte 
Der Unterschied der funktionellen Kapillardichte der Lappen der Tiere mit Heparin be-
handelten Tiere der Gruppe C war im Vergleich zur Kapillardichte der Lappen aller Tiere 
der unbehandelten Kontrollgruppe A statistisch signifikant höher (Abb. 20).  
In der mit Heparin behandelten Gruppe betrug die funktionelle Kapillardichte in der Lap-
penperipherie 150,07 cm/cm2 und im Lappenzentrum 144,63 cm/cm2. 
Die funktionelle Kapillardichte der Kontrollgruppe A betrug in der Lappenperipherie 1,12 
cm/cm2 und im Lappenzentrum 8,34 cm/cm2.  
 
Abbildung 20: Funktionelle Kapillardichte (cm/cm2) (x ± SEM)  in den Lappen aller Tiere 
der unbehandelten Kontrollgruppe A (n=5) verglichen mit den Lappen der Gruppe C (He-





















Der Unterschied der funktionellen Kapillardichte der Lappen jener Tiere mit Heparin be-
handelt der Gruppe C war im Vergleich zur Kapillardichte der Lappen aller Tiere der mit 
Vollelektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe B statistisch signifikant höher (Abb. 21). 
Die funktionelle Kapillardichte der Kontrollgruppe B betrug in der Lappenperipherie 57,94 
cm/cm2 und im Lappenzentrum 47,23 cm/cm2. In der mit Heparin behandelten Gruppe 
hingegen betrug die funktionelle Kapillardichte in der Lappenperipherie 150,07 cm/cm2 
und im Lappenzentrum 144,63 cm/cm2. 
 
Abbildung 21: Funktionelle Kapillardichte (cm/cm2) (x ± SEM) in den Lappen aller Tiere der 
mit Vollelektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe B (n=8) verglichen mit den Lappen 






















Es bestand beim Vergleich der Tiere der unbehandelten Kontrollgruppe A mit Tieren der 
Gruppe C (Heparin) im Lappen ein statistisch signifikanter Unterschied (Abb. 22). 
Bei der Kontrollgruppe A betrug der Kapillardurchmesser in der Lappenperipherie 6,25 
µm und im Lappenzentrum 7,33 µm. Hingegen betrug der Kapillardurchmesser in der mit 
Heparin behandelten Gruppe in der Lappenperipherie 5,43 µm und im Lappenzentrum 
5,49 µm. 
 
Abbildung 22: Kapillardurchmesser (µm)  (x ± SEM)  in den Lappen aller Tiere der unbe-
handelten Kontrollgruppe A (n=5) verglichen mit den Lappen der Gruppe C (Heparin) 
(n=7) 
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Beim Vergleich der unbehandelten Kontrollgruppe B mit den Lappen der Gruppe C (Hepa-
rin) unterschieden sich die Kapillardurchmesser bei den Lappen statistisch nicht (Abb. 23). 
Der Kapillardurchmesser betrug bei der mit einer Vollelektrolytlösung behandelten Kon-
trollgruppe B in der Lappenperipherie 5,9 µm und im Lappenzentrum 5,5 µm. Bei der mit 
Heparin perfundierten Gruppe betrug der Kapillardurchmesser 5,43 µm in der Lappen-
peripherie und im Lappenzentrum 5,49 µm. 
 
Abbildung 23: Kapillardurchmesser (µm) (x ± SEM) in den Lappen aller Tiere der mit Voll-
elektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe B (n=8) verglichen mit den Lappen der 
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5.2.3 Adhärente Thrombozyten 
Es fand sich kein signifikanter Unterschied adhärenter Thrombozyten beim Vergleich der 
Lappen und Leisten der Tiere in der mit Heparin behandelten  Gruppe (Gruppe C) mit Tie-
ren der Kontrollgruppe A (Abb. 24). 
In der unbehandelten Kontrollgruppe A war die mittlere Anzahl adhärenter Thrombozy-
ten in der Lappenperipherie 2, im Zentrum 3. Bei der mit Heparin behandelten Gruppe 
waren im Mittel 3 adhärente Thrombozyten in der Lappenperipherie und 5 im Lappen-
zentrum. 
 
Abbildung 24: Mittlere Anzahl (x ± SEM) mindestens 30 Sekunden adhärenter Thrombozy-
ten beim Vergleich aller Tiere der unbehandelten Kontrollgruppe A (n=5) mit den Lappen 
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Es bestand kein statistischer Unterschied im Vergleich der Lappen und Leisten der Tiere in 
der mit Heparin behandelten Gruppe zu allen Tieren der Kontrollgruppe B (Abb. 25). 
Die mittlere Anzahl adhärenter Thrombozyten betrug in der mit der Vollelektrolytlösung 
behandelten Kontrollgruppe B in der Lappenperipherie 5, im Lappenzentrum 4. Im Ge-
gensatz dazu lag die mittlere Anzahl bei der mit Heparin behandelten Gruppe in der Lap-
penperipherie bei 3 und im Lappenzentrum bei 5. 
 
Abbildung 25: Mittlere Anzahl (x ± SEM) mindestens 30 Sekunden adhärenter Thrombozy-
ten beim Vergleich aller Tiere der mit Vollelektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe B 
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5.2.4 Fließende Thrombozyten 
Beim Vergleich der fließenden Thrombozyten in Lappen aller Tiere der unbehandelten 
Kontrollgruppe A mit Tieren der Gruppe C (Heparin) im Lappen (Peripherie und Zentrum) 
war der Unterschied signifikant erhöht (Abb. 26). 
Während bei der unbehandelten Kontrollgruppe A sowohl in der Peripherie als auch im 
Zentrum des Lappens keine fließenden Thrombozyten zu sehen waren, war die durch-
schnittliche Anzahl bei der mit Heparin behandelten Gruppe in der Lappenperipherie 9 
und im Lappenzentrum 5. 
 
Abbildung 26: Anzahl fließender Thrombozyten (x ± SEM) in den Lappen aller Tiere der 
unbehandelten Kontrollgruppe A (n=5) verglichen mit den Lappen der Gruppe C (Heparin) 
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Beim Vergleich der Lappen aller Tiere der unbehandelten Kontrollgruppe B mit Tieren der 
Gruppe C (Heparin) zeigte sich im Lappen (Peripherie und Zentrum) kein signifikanter Un-
terschied (Abb. 27). 
In der Lappenperipherie der mit der Vollelektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe B 
flossen durchschnittlich 7 Thrombozyten, im Lappenzentrum 3. Bei der Heparin-Gruppe 
flossen in der Lappenperipherie durchschnittlich 9 und im Lappenzentrum 5. 
 
Abbildung 27: Anzahl fließender Thrombozyten (x ± SEM) in den Lappen aller Tiere der 
mit Vollelektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe B (n=8) verglichen mit den Lappen 
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5.2.5 Vitalität der Transplantate 
5.2.5.1 Kontrollgruppen versus Heparin 
Beim Vergleich beider Kontrollgruppen A und B mit der mit Heparin behandelten Gruppe 
C konnte ein signifikanter Unterschied der Vitalität dieser Lappen festgestellt werden (Tab 
3). 
 Vitale Transplantate Nekrotische Transplantate 
Kontrollgruppe A 0 5 
Kontrollgruppe B 1 7 
Heparin 7* 2* 
     *p≤0,05 vs. Kontrollgruppen, Fisher-Exakt-Test 




5.3 Rekombinanter tissue-type Plasminogen-Aktivator (rtPA) 
5.3.1 Funktionelle Kapillardichte 
Die funktionelle Kapillardichte in den Lappen war in der Therapiegruppe D (rtPA) statis-
tisch signifikant höher als in beiden Kontrollgruppen A und B (Abb. 28 und 29). 
In der unbehandelten Kontrollgruppe A betrug die durchschnittliche Kapillardichte in der 
Lappenperipherie 1,12 cm/cm2, im Lappenzentrum 8,34 cm/cm2. In der Lappenperipherie 
der mit rtPA behandelten Gruppe war die funktionelle Kapillardichte in der Lappen-
peripherie 158,7 cm/cm2 und im Lappenzentrum 186,9 cm/cm2. 
 
Abbildung 28: Funktionelle Kapillardichte (cm/cm2) (x ± SEM) in den Lappen aller Tiere der 
unbehandelten Kontrollgruppe A (n=5) verglichen mit den Lappen der Gruppe D (rtPA) 

















Die durchschnittliche funktionelle Kapillardichte in der mit Vollelektrolytlösung behandel-
ten Kontrollgruppe B betrug in der Lappenperipherie 57,9 cm/cm2, im Lappenzentrum 
47,2 cm/cm2. In der Lappenperipherie der mit rtPA behandelten Gruppe war die funktio-
nelle Kapillardichte in der Lappenperipherie 158,7 cm/cm2 und im Lappenzentrum 186,9 
cm/cm2. 
 
Abbildung 29: Funktionelle Kapillardichte (cm/cm2) (x ± SEM) in den Lappen aller Tiere der 
mit Vollelektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe B (n=8) verglichen mit den Lappen 



















Der Kapillardurchmesser war in der mit rtPA therapierten Lappen der Gruppe D im Ver-
gleich aller Tiere der unbehandelten Kontrollgruppe A signifikant höher (Abb.30). 
In der unbehandelten Kontrollgruppe A lag der durchschnittliche Kapillardurchmesser in 
der Lappenperipherie bei 6,25 µm, im Lappenzentrum bei 7,33 µm. In der mit rtPA be-
handelten Gruppe hingegen betrug der durchschnittliche Kapillardurchmesser in der Lap-
penperipherie 5,46 µm und im Lappenzentrum 5,36 µm. 
 
Abbildung 30: Kapillardurchmesser (µm)  (x ± SEM) in den Lappen aller Tiere der unbe-
handelten Kontrollgruppe A (n=5) verglichen mit den vitalen Lappen der Gruppe D (rtPA) 
(n=6) 






















Die Lappen der mit rtPA behandelten Tiere unterschieden sich statistisch nicht von den 
mit Vollelektrolytlösung behandelten Lappen der Kontrollgruppe B (Abb. 31). 
Die Kapillardurchmesser in der mit einer Vollelektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe 
B betrugen in der Lappenperipherie durchschnittlich 5,9 µm, im Lappenzentrum 5,5 µm. 
In der mit rtPA behandelten Gruppe hingegen waren sie in der Lappenperipherie im 
Schnitt 5,5 µm und im Lappenzentrum 5,4 µm. 
 
Abbildung 31: Kapillardurchmesser (µm) (x ± SEM)  in den Lappen aller Tiere der mit Voll-
elektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe B (n=8) verglichen mit den vitalen Lappen 


















5.3.3 Adhärente Thrombozyten 
Im Vergleich aller Tiere der unbehandelten Kontrollgruppe A mit Tieren der Gruppe D 
(rtPA) bestand im Hinblick auf einen Unterschied in der Anzahl der adhärenten Throm-
bozyten im Lappen kein signifikanter Unterschied (Abb. 32). 
Über mindestens 30 Sekunden waren in der unbehandelten Kontrollgruppe A in der Lap-
penperipherie durchschnittlich 1,6 Thrombozyten adhärent, im Lappenzentrum 3,4. In der 
mit rtPA behandelten Gruppe waren 3 Thrombozyten in der Lappenperipherie adhärent, 
im Lappenzentrum 2,5. 
 
Abbildung 32: Mittlere Anzahl (x ± SEM) mindestens 30 Sekunden adhärenter Thrombozy-
ten beim Vergleich aller Tiere der unbehandelten Kontrollgruppe A (n=5) mit den Lappen 
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Die Lappen der mit rtPA behandelten Tiere (Gruppe D) unterschieden sich statistisch nicht 
von den Lappen der mit  Vollelektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe B im Hinblick 
auf eine unterschiedliche Anzahl adhärenter Thrombozyten (Abb. 33). 
Im Durchschnitt waren in der mit Vollelektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe B in 
der Lappenperipherie 5 Thrombozyten adhärent, im Lappenzentrum 4. In der mit rtPA 
behandelten Gruppe waren in der Lappenperipherie 3 und im Lappenzentrum 3 Throm-
bozyten adhärent. 
 
Abbildung 33: Mittlere Anzahl (x ± SEM)  mindestens 30 Sekunden adhärenter Throm-
bozyten beim Vergleich aller Tiere der mit Vollelektrolytlösung behandelten Kontroll-
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5.3.4 Fließende Thrombozyten 
Die Anzahl der fließenden Thrombozyten war in der mit rtPA therapierten Lappen der 
Gruppe D im Vergleich aller Tiere der unbehandelten Kontrollgruppe A signifikant höher 
(Abb 34). 
In der Lappenperipherie und im Lappenzentrum der unbehandelten Kontrollgruppe A 
flossen keine Thrombozyten, wohingegen bei der mit rtPA behandelten Gruppe in der 
Lappenperipherie durchschnittlich 7 und im Lappenzentrum 6 Thrombozyten flossen. 
 
Abbildung 34: Anzahl fließender Thrombozyten (x ± SEM) in den Lappen aller Tiere der 
unbehandelten Kontrollgruppe A (n=5) verglichen mit den Lappen der Gruppe D (n=6), 


















Es fand sich kein signifikanter Unterschied fließender Thrombozyten beim Vergleich der 
Lappen und Leisten der Tiere in der mit rtPA behandelten Gruppe (Gruppe D) zu allen 
Tieren der mit Vollelektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe B (Abb. 35). 
In der Lappenperipherie der mit einer Vollelektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe B 
flossen durchschnittlich 7 Thrombozyten, im Lappenzentrum 3. Bei der mit rtPA behan-
delten Gruppe flossen in der Lappenperipherie durchschnittlich 7 und im Lappenzentrum 
6 Thrombozyten. 
 
Abbildung 35: Anzahl fließender Thrombozyten (x ± SEM) in den Lappen aller Tiere der 
mit Vollelektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe B (n=8) verglichen mit den Lappen 
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5.3.5 Vitalität der Transplantate 
5.3.5.1 Kontrollgruppe A versus rtPA 
Die Vitalität der Lappen der mit rtPA behandelten Gruppe unterschied sich statistisch sig-
nifikant von den Lappen der unbehandelten Kontrollgruppe A (Tab 4). 
 Vitale Transplantate Nekrotische Transplantate 
Kontrollgruppe A 0 5 
rtPA 6* 4* 
* p≤0,05 vs. Kontrollgruppen (Fisher-Exakt-Test) 
Tabelle 4: Vitalität der Transplantate der unbehandelten Kontrollgruppe A versus rtPA 
5.3.5.2 Kontrollgruppe B versus rtPA 
Die Vitalität der Lappen der mit rtPA behandelten Gruppe unterschied sich statistisch 
nicht signifikant von den Lappen der mit Vollelektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe 
B (Tab 5). 
 Vitale Transplantate Nekrotische Transplantate 
Kontrollgruppe B 1 7 
rtPA 6 4 
Tabelle 5: Vitalität der Transplantate der mit Vollelektrolytlösung behandelten Kontroll-





















6.1 Ziel der Studie 
Ein freier Lappen ist ein Gewebetransplantat, das mit seinen eigenen axialen blutversor-
genden Gefäßen an einen neuen Ort transplantiert wird. 1973 berichteten Daniel und 
Taylor (Daniel RK, 1973) von der ersten freien Lappentransplantation. Sie hoben einen 
freien Leistenlappen, der von A. und V. circumflexa ilium superficiales, um einen Defekt 
im Bereich des Unterschenkels zu decken. Die Möglichkeit, mit Hilfe von mikrovaskulären 
Anastomosen Gewebe zu transferieren war eine Revolution in der rekonstruktiven Chi-
rurgie. Jedoch ist die primäre intraoperative und sekundäre postoperative  Ischämie eine 
ernsthafte Bedrohung im Hinblick auf die Vitalität eines freien Lappens nach dem Transfer 
(Longstreet N, 2009). Ein Ungleichgewicht der Homöostase der mikrovaskulären Perfusion 
führt zur Entstehung von Thrombosen, da sowohl thrombogenetische als auch fibrinolyti-
sche Mechanismen durch Ischämie und Verletzung aktiviert werden (Birk-Sørensen L, 
1997). Eine Ischämie kann prinzipiell folgende Ursachen haben: einen arteriellen oder 
einen venösen Gefäßverschluss. Dabei behindert ein arterieller Gefäßverschluss den Zu-
fluss zum Lappen und in dem abhängigen Gewebe entsteht eine Anoxämie. Das Gewebe 
hat makroskopisch eine blasse Farbe ohne Stauungszeichen oder Ödemneigung. 
Bei einer venösen Stase kommt es zum Aufstau des Blutes in den Gefäßen, im angestau-
ten Blut kann durch Aktivierung des Gerinnungssystems eine Thrombose entstehen. 
Seit über 20 Jahren ist die Thrombose als Hauptgrund des Verlusts freier Lappentrans-
plantate von vielen Autoren (Hayden RE, 1989), (Romano JE, 1989) angesehen. Vor dieser 
Zeit war die chirurgische Revision die einzige Methode, die Lappentransplantate zu retten 
(Hayden RE, 1989). 
In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die gerinnungsaktiven 
Pharmaka Heparin und rtPA eine Verbesserung auf die Überlebensrate freier mikrochi-
rurgischer Haut- und Weichteiltransplantate haben und im klinischen Alltag zusätzlich zu 





Das Abklemmen der Lappenvene führte in beiden Kontrollgruppen zu einer signifikanten 
Abnahme der funktionellen Kapillardichte in den transplantierten Lappen im Vergleich zu 
den kontralateralen Leisten.  
Intravitalmikroskopisch bestimmte Kapillardurchmesser, fließende Thrombozyten und 
adhärente Thrombozyten unterschieden sich jedoch in den beiden Kontrollgruppen nicht 
signifikant. 
6.2.2 Heparin 
6.2.2.1 Kapillardichte bei Heparin im Vergleich mit beiden Kontrollgruppen 
Die Kapillardichte der mit Heparin behandelten Versuchsgruppe war im Vergleich zu den 
Kontrollgruppen signifikant erhöht.  
6.2.2.2 Kapillardurchmesser bei Heparin im Vergleich mit beiden Kontrollgruppen 
Hierbei bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den Kapillardurchmessern der mit 
Heparin behandelten Versuchsgruppe verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe 
A. Kein signifikanter Unterschied bestand in den Kapillardurchmessern der Lappen der mit 
Heparin behandelten Versuchsgruppe und der mit einer Vollelektrolytlösung behandelten 
Kontrollgruppe B. 
6.2.2.3 Fließende Thrombozyten bei Heparin im Vergleich mit der Kontrollgruppe A 
Die Anzahl der fließenden Thrombozyten war in den Lappen der mit Heparin behandelten 
Gruppe signifikant höher als in der unbehandelten Kontrollgruppe A, wo hingegen der 
Unterschied zur mit Vollelektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe B nicht signifikant 
war. 
6.2.2.4 Adhärente Thrombozyten bei Heparin im Vergleich mit den Kontrollgruppen 




6.2.3.1 Kapillardichte bei rtPA im Vergleich mit beiden Kontrollgruppen 
Im Vergleich der mit rtPA behandelten Gruppe mit den beiden Kontrollgruppen bestand 
in den Lappenzentren und -peripherien bei den Kapillardichten ein signifikanter Unter-
schied. 
6.2.3.2 Kapillardurchmesser bei rtPA im Vergleich mit beiden Kontrollgruppen 
Zwischen der mit  rtPA behandelten Gruppe und der unbehandelten Kontrollgruppe A 
bestand ein signifikanter Unterschied bei den Kapillardurchmessern der Lappenzentren 
und –peripherien. Bei der Kontrollgruppe B mit Vollelektrolytlösung konnte ein signifikan-
ter Unterschied zur mit rtPA behandelten Gruppe im Hinblick auf die Peripherie der Leis-
ten gemessen werden. Leiste Zentrum und Lappen zeigten keinen signifikanten Unter-
schied. 
6.2.3.3 Fließende Thrombozyten bei rtPA im Vergleich mit den Kontrollgruppen 
Hier war kein signifikanter Unterschied zu verzeichnen. 
6.2.3.4 Adhärente Thrombozyten bei rtPA im Vergleich mit den Kontrollgruppen 
Hier war kein signifikanter Unterschied zu verzeichnen. 
 
6.3 Methodik / Methodenkritik 
6.3.1 Modell und Versuchstiere 
Da in diesem Modell die intravitalmikroskopische Analyse der transplantierten Gewebe-
Lappen zur Beurteilung derer Perfusion angewandt wurde, kamen aus technischen Grün-
den nur Kleintiere in Frage. Es wurde das Modell der autologen Transplantation von Ge-
webelappen von der Leiste an den Hals der Ratte gewählt. Bereits in früheren Studien 
wurde die Ratte als Quelle vieler mikrochirurgischer Lappen-Modelle herangezogen 
(Zhang F, 2001). Das Modell der freien epigastrischen Lappen-Transplantation hat sich in 
experimentellen Transplantationsstudien etabliert (Ruby LK, 1984). Bei der umgekehrten 
Transplantationsrichtung von der Brust an die Leiste waren die Ergebnisse ebenso einfach 
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und zuverlässig, jedoch besteht die Aufbissgefahr der transplantierten Lappen durch die 
Ratten (Miyamoto S, 2008). 
Unsere Wahl fiel auf männliche Sprague-Dawley-Ratten, da diese gutmütigen, leicht 
handhabbaren Versuchstiere aufgrund ihrer Größe sowohl operationstechnisch als auch 
im Hinblick auf die mikroskopische Analyse optimal sind. Viele Studien wurden bereits 
erfolgreich mit diesen Tieren durchgeführt. (Frick A, 1999), (Andersen M, 1999), (Angel 
MF, 1992), (Kirschner RE, 1999). 
6.3.2 Methode / Präparation 
Thrombosen mikrovaskulärer Anastomosen treten bei Fehlern bei der Naht und stark 
geschädigten Empfängerarterien auf (Lidman D, 1981). Dies wurde jedoch auf unerfahre-
ne Chirurgen oder übermäßige Müdigkeit zurückgeführt (Lidman D, 1981). Wir hatten bei 
der Lappentransplantation besonders darauf geachtet, dass die neu anastomosierten Ge-
fäße weder torquiert noch übermäßig komprimiert wurden. Nur diejenigen Tiere, bei de-
nen 24 Stunden später eine intakte Anastomose und ein vitales Transplantat nachgewie-
sen waren, haben die weiteren Untersuchungen durchlaufen. Eine thrombosierte Lap-
penarterie oder Lappenvene war ein Ausschlusskriterium. Am Folgetag (24 Stunden spä-
ter) wurde im distalen Stumpf der Arteria femoralis superficialis des Lappens ein Katheter 
zur  Infusion der Pharmaka eingelegt. Nach Abschluss der Infusion wurde die Vene für 35 
Minuten abgeklemmt, um experimentell eine standardisierte, temporäre venöse Stase zu 
erzeugen. Durch Vorversuche an mehreren Testtieren (n=13) vor dem eigentlichen Ver-
suchsstart mit unterschiedlichen Abklemmzeiten wurde herausgefunden, dass es bei ei-
ner Abklemmzeit von 35 Minuten zu 100% immer zum Lappenverlust kommt (ohne „The-
rapie“). 
6.3.3 Prüfsubstanzen  
Eine Vielzahl von Substanzen wie Aspirin (Renaud F, 1996), Urokinase (D'Arpa S, 2005) 
(Serletti JM, 1998), Streptokinase (Lipton HA, 1987), Heparin (Kirschner RE, 1999) 
(Hjortdal VE, 1994), Deferoxamin (Longstreet N, 2009) (Angel MF, 1989), Thromboxansyn-
thase-Inhibitor (Mellow CG, 1990), Iloprost (Frick A, 1999), Cicaprost (Renaud F, 1996), L-
Nitro-amino-methyl-arginine (Knox LK, 1996), Dexamethason (Willemart G, 1998) oder 
gar eine Kombination aus mehreren Substanzen gleichzeitig (Lepore DA, 1994) zur Ver-
besserung der Überlebensrate von Lappentransplantaten sind in der Vergangenheit be-
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reits untersucht worden.  
Mit Iloprost und Cicaprost beispielsweise wurden bereits ischämische Effekte deutlich 
verringert und die Überlebensrate der Lappen signifikant erhöht (Frick A, 1993). Die sys-
temische Anwendung hatte allerdings auch eine erhöhte Blutungskomplikation zur Folge.  
Eine Applikation hoher Dosen von Aspirin präoperativ vor einer Lappenplastik ohne eige-
ne axiale Gefäßversorgung hatte die Überlebensrate der Lappen eher aufgrund seiner 
Effekte auf Entzündungsreaktion und/oder Vasodilatation und weniger wegen seiner 
Thrombozytenaggregationshemmung erhöht. Eine Gabe von Aspirin postoperativ ergab 
keinen Unterschied zur Kontrollgruppe im Hinblick auf die Lappenüberlebensrate. Somit 
besteht eine deutliche Abhängigkeit der zeitlichen Applikation (Shalom A, 2007).  
Eine Studie der mikrovaskuläre Perfusion in Kremastermuskulatur-Lappen bei männlichen 
Sprague-Dawley-Ratten ergab eine deutlich verbesserte Kapillardurchblutung und Lap-
penüberlebensrate nach tPA-Applikation nach einem künstlich herbeigeführten thrombo-
tischen Ereignis (Krapohl BD, 2000). 
In einer weiteren Studie wurde untersucht, ob Heparin einen Einfluss auf die Überlebens-
rate von Muskellappen nach sekundärer venöser Ischämie und Revaskularisation hat. Da-
bei hatte die lokale Infusion von Heparin die Überlebensrate der Lappen signifikant er-
höht, ohne dabei einen Effekt auf die systemische Koagulation zu haben (Kirschner RE, 
1999). 
Wir konnten zeigen, dass rtPA und Heparin erfolgreich bei der freien Lappentransplanta-
tion eingesetzt werden konnte. 
6.3.4 Venöse Stase 
Um eine sekundäre Ischämie zu induzieren, muss experimentell eine kritische Ischämie-
zeit überschritten werden, bei der 50% der Lappen vital oder nekrotisch werden. Dies 
wurde im Vorversuch nach einem Test mehrerer Zeiten bei 35 Minuten bestimmt. In der 
Literatur werden unterschiedlichste Zeiten bis zu mehreren Stunden in den Studien be-
schrieben. Frick et al (Frick A, 1999) fanden in früheren Versuchen eine letale Ischämiezeit 
von 20 Minuten. Eine Studie (Gabriel A, 2001) über den Effekt eines totalen venösen Ver-
schlusses auf den Kapillarfluss und die Nekrosen im Skelettmuskel bei Wistar-Ratten hatte 
als Grundlage 0, 10, 30 und 60 Minuten Verschluss. Dabei wurde gezeigt, dass ein signifi-
kanter Abfall der Anzahl perfundierter Kapillaren  zwischen 30 und 60 Minuten zu ver-
zeichnen war. Unsere experimentell ermittelte Zeit von 35 Minuten entspricht somit die-
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sem Ergebnis. Dies macht deutlich, dass innerhalb kurzer Zeit der venösen Stase ein irre-
versibler Schaden am Gewebe auftreten kann. 
6.3.5 Intravitalmikroskopie (IVM) 
Die Intravitalmikroskopie ist eine in-vivo-Untersuchung. Sie wird durchgeführt, um Phä-
nomene zu untersuchen, die nicht an fixierten / toten Objekten oder isolierten Zellen o-
der Geweben durchführbar sind. Sie wird als Goldstandard für in-vivo-Untersuchungen 
dynamischer mikrovaskulärer Regulation angesehen (Tabuchi A, 2008) und im Speziellen 
zur Analyse der mikrovaskulären Perfusion nach freiem Gewebetransfer (Frick A, 1999) 
(Rücker M, 1999).  
Die Intravitalmikroskopie wurde  erstmals von Rudolf Wagner (1839) und Julius Friedrich 
Cohnheim (1889)  im neunzehnten Jahrhundert beschrieben (Sumen C, 2004). Cohnheim 
deckte mit ihrer Hilfe zelluläre Mechanismen der Entzündungspathogenese auf. Er be-
schrieb die Migration von Leukozyten durch die Gefäßwände. Die Fluoreszenzmikroskopie 
stellt eine von mehreren Varianten dar. Bis heute sind viele Organsysteme intravitalmik-
roskopisch untersucht worden, wie Lungen (Tabuchi A, 2008) (Eichhorn ME, 2002), Gehirn 
(Yong T, 1997), Pankreas (Keck T, 2001), Herz (Ruhparwar A, 2006), Leber (Robertson JH, 
2008), Skelettmuskulatur (Asai A, 2007), Haut (Barker JH, 1990).  
In der vorliegenden Studie interessierten uns die mikrovaskuläre Perfusion, die Gefäße 
durchfließenden Thrombozyten und die Thrombozytenadhäsion an den Gefäßendothelien 
sowie der Kapillardurchmesser im transplantierten Lappen. 
Die Analyse der Parameter während der Intravitalmikroskopie wäre zu langwierig bzw. 
technisch nicht möglich gewesen. Die Beobachtungen wurden auf Videobänder aufge-
nommen und im Anschluss daran offline (CapImage, Dr. Zeintl, Heidelberg) ausgewertet. 
Der wesentliche Vorteil ist die Auswertung offline anhand der Videoaufzeichnungen. 
6.3.6 Thrombozyten-Färbung 
Um in der Intravitalmikroskopie die Thrombozyten darstellen zu können war es notwen-
dig, diese zuvor ex vivo mit einem Floureszenzmarker zu markieren.  
Unsere Wahl fiel auf Carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester (CFDA-SE), welcher 
sein Absorptionsmaximum bei 492 nm und sein Emissionsmaximum bei 517 nm hat. Da 
ausschließlich die Thrombozyten markiert werden sollten, mussten Thrombozyten eines 
Spendertieres gewonnen, ex vivo angefärbt und dem Versuchstier appliziert werden. Die 
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Thrombozytenisolierung und anschließende Markierung mittels des Fluoreszenzfarbstof-
fes entspricht weitestgehend dem Vorgehen, das in früheren Literaturen bereits be-
schrieben wurde (Tailor A, 2003) (Waldner M, 2007).  In einem Coulter-Counter wurde die 
Quantität der gewonnenen Thrombozyten überprüft. Die Applikation erfolgte anschlie-
ßend über einen Katheter in der Vena femoralis superficialis in der rechten Leiste. 
Der Farbstoff Rhodamin wurde zwar in wissenschaftlichen Studien häufiger eingesetzt 
(Eichhorn ME, 2002) (Langer S, 2004), jedoch wurde bereits 1999 mit CFDA-SE angefärb-
ten Thrombozyten erfolgreich eine Thrombozyten-Endothel-Interaktion in der retinalen 
Mikrozirkulation nachgewiesen (Tsujikawa A, 1999).  
Langer et al (Langer S, 2004) beschäftigten sich in einer Studie mit Thrombozytenadhäsion 
und –aggregation und deren Anfärbung zum Zweck der transdermalen Visualisierung. Sie 
kamen zu dem Schluss, dass keine ihrer untersuchten Farbstoffe eine ausreichende Fluo-
reszenzintensität aufwies und dabei keine künstliche Aktivierung hervorrief. Das in dieser 
Studie verwendete CFDA-SE war nicht unter den getesteten Substanzen. 
Waldner et al (Waldner M, 2007) untersuchten in ihrer Studie eine modifizierte Anfärbe-
technik von Thrombozyten und fanden, dass CFDA-SE die Thrombozyten ex vivo nicht 
aktiviert. 
6.3.7 Plasmafärbung 
Zur Visualisierung der Kapillarperfusion wurde das Plasma kontrastiert. Als Farbstoff wur-
de FITC-Dextran (Fluoresceinisothiocyanate-Dextran), ein floureszierender Farbstoff, der 
sein Absorptionsmaximum bei 495 nm und sein Emissionsmaximum bei 519 nm hat, ge-
wählt. Dieser Farbstoff wird in den meisten intravitalmikroskopischen Studien der mikro-
vaskulären Perfusion eingesetzt, wie beispielsweise an den Lungen (Tabuchi A, 2008), der 
Leber (Sherman IA, 1996) oder der Skelettmuskulatur (Alsip NL, 1996). FITC-Dextran wur-
de über einen Katheter in der Vena femoralis superficialis in der rechten Leiste appliziert. 
Die Plasmafärbung musste zeitlich nach den Videoaufnahmen der Thrombozytenfärbung 
verabreicht werden, da sowohl CFDA-SE als auch FITC dieselben Absorptions- und Emissi-
onsmaxima haben.  
6.3.8 Computergesteuerte Auswertung 
Alle Analysen erfolgten off-line mit Hilfe von CapImage. CapImage ist ein computerge-
stütztes System zur Videoanalyse dynamischer Kapillarmikroskopie, welches bereits vor 
Seite 65 
 
über zehn Jahren beschrieben wurde (Klyscz T, 1997) und seither Anwendung findet 
(Virgini-Magalhães CE, 2006). Von den zahlreichen Funktionen, die dieses Programm bie-
tet, kam bei uns die Bestimmung der Anzahl adhärenter und fließender Thrombozyten 
und der Kapillardichte und -durchmesser zur Anwendung. Dabei wurden jeweils fünf Ge-
sichtsfelder aus Lappenzentrum und -peripherie und Leistenzentrum und -peripherie aus-




6.4 Vergleich der Ergebnisse mit der Literatur 
6.4.1 Zeiten und Intervalle primärer und sekundärer Ischämie 
Unsere experimentell ermittelte sekundäre Ischämiezeit, bei der mit hoher Wahrschein-
lichkeit eine Thrombose entstand, lag bei 35 Minuten. In der Literatur sind speziesabhän-
gig längere Zeiten sekundärer Ischämien beschrieben. Dabei wurden unter anderem als 
Versuchstiere außer Ratten auch Schweine verwendet. 
Kerrigan et al (Kerrigan CL, 1984) hatten in einem Versuch mit Gewebelappen bei Schwei-
nen eine sekundäre kritische Ischämiezeit von 7,2 Stunden ermittelt. Eine sichere sekun-
däre Ischämiezeit, bei der lediglich 10% Nekrosewahrscheinlichkeit bestand lag bei 4,7 
Stunden. Verglichen dazu lag die durchschnittliche primäre Ischämiezeit bei 13,1 Stunden, 
wobei hier die sichere primäre Ischämiezeit, bei der eine 10%ige Nekrosewahrscheinlich-
keit bestand, bei 7,0 Stunden lag.  
Angel et al (Angel MF, 1990) untersuchten das kritische Zeitintervall der sekundären Is-
chämie bei axialen Lappentransplantaten bei Ratten. Dabei überlebten 56% der Lappen 
eine sekundäre Ischämie durch totale Stielobstruktion von 8 Stunden und 42% von 10 
Stunden. Eine primäre Ischämie derselben Zeit überlebten 100% bzw. 67%. Durch eine 
venöse Obstruktion verursachte sekundäre Ischämie überlebten nach 3 Stunden nur 56% 
und nach 5 Stunden nur noch 8%.  
Angel et al (Angel MF, 1991) untersuchten im Jahr 1991 an Ratten den Zusammenhang 
zwischen dem Zeitintervall der primären und sekundären Ischämie. Gewebelappen, wel-
che eine sekundäre Ischämie von 12 und 36 Stunden nach primärer Ischämie durchmach-
ten, hatten eine geringere Ischämietoleranz als solche, bei denen ein Zeitintervall von 72 
Stunden zwischen primärer und sekundärer Ischämie lag. Deren Ischämietoleranz war 
ähnlich derer, die nur eine primäre Ischämie erfahren hatten. In einem weiteren Versuch 
wurden die Zeiten der primären Ischämie variiert. Ein Unterschied von nur 5 Minuten 
primärer Ischämie führte zu einem signifikanten Abfall in der Toleranz einer sekundären 
Ischämie. 
Im selben Jahr untersuchten Babajanian et al (Babajanian M, 1991) ebenfalls die Zeit-
spannen primärer und sekundärer Ischämien an Gewebelappen bei Sprague-Dawley-
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Ratten. Auch sie kamen zu dem Ergebnis, dass die Überlebensrate signifikant mit dem 
Anstieg der primären und/oder sekundären Ischämiezeit und verringerten Reperfusions-
zeit abnahm. Eine längere primäre Ischämie und/oder kürzere Reperfusionszeit minderte 
die Toleranz des Gewebelappens bei einem ischämischen Ereignis. 
Angel und Mitarbeiter (Angel MF, 1992) führten eine Studie mit freien Lappen bei Spra-
gue-Dawley-Ratten durch, in dem sie primäre und sekundäre Ischämie durch mikrovasku-
läres Abklemmen oder Durchtrennen und Anastomosieren der Gefäße durchführten. Bei-
de Gruppen mit sekundärer Ischämie hatten ein signifikant geringeres Lappenüberleben 
verglichen mit den Gruppen, die ausschließlich eine primäre Ischämie erlitten hatten. Eine 
5-stündige sekundäre Ischämie wurde von den Gewebelappen gering toleriert. Dabei gab 
es keinen Unterschied zwischen den Lappen, deren Gefäße abgeklemmt wurden und sol-
chen, deren Gefäße abgeklemmt und durchtrennt/reanastomosiert wurden. 
Mellow et al (Mellow CG, 1992) untersuchten 1992 die biochemischen Veränderungen im 
Gewebe während der sekundären Ischämie. Schäden durch freie Radikale, ein Schwund 
an freien Radikalfängern, ein Rückgang an ATP und eine Zunahme an Ödem kann Unter-
schiede beim Lappenüberleben bei partieller (venöse Obstruktion) und totaler (arteriove-
nöser Obstruktion) Ischämie verursachen. Sie stellten dabei nur geringe Unterschiede 
zwischen venöser und arteriovenöser Ischämie im Hinblick auf diese Parameter fest. Freie 
Radikale und Ödeme nahmen zu, ATP und freie Radikalfänger nahmen ab und zeigt somit, 
dass diese eine Rolle bei der sekundären Ischämie spielen. 
Im Jahr 1994 zeigten Kerrigan et al (Kerrigan CL, 1994) in einem Versuch an Gewebe-
transplantaten bei Schweinen ein geringeres Lappenüberleben nach einer venös verur-
sachten Ischämie im Vergleich zu einer arteriell verursachten. Auch sie haben eine Ab-
nahme der Lappenüberlebensrate bei Zunahme der sekundären Ischämiezeit festgestellt. 
6.4.2 Heparin 
Vergleichbare Studien mit identischem Versuchsaufbau (Transplantation eines freien Ge-
webelappens, intraarterielle lokale Applikation von Heparin in den Lappen, experimentell 
erzeugte sekundäre Ischämie des Lappens,  Intravitalmikroskopie mit angefärbten 
Thrombozyten und Plasma)  finden sich in der Literatur nicht. 
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1991 hatten Wong et al (Wong L, 1991) den Effekt von systemisch appliziertem Heparin 
bei axialen/willkürlich gebildeten Hautlappen bei Ratten untersucht. Dabei wurde wie bei 
uns der venöse Abfluss vom Transplantatlappen für eine bestimmte Zeit unterbunden: bei 
der Kontrollgruppe 5-10 Stunden und bei der Heparin-Gruppe 8-15 Stunden. Die Ratten 
der Testgruppe erhielten Heparin bzw. die Ratten der Kontrollgruppe eine Kochsalzlösung 
unmittelbar vor Beginn der venösen Stase und stündlich während der venösen Stase. Das 
Überleben der Gewebetransplantate wurde sieben Tage lang beobachtet. In der Kontroll-
gruppe nahm die Überlebensrate kontinuierlich mit der Erhöhung der Zeitspanne der ve-
nösen Stase ab. Ab 10 Stunden venöser Stase hatte kein Lappen überlebt. In der mit He-
parin behandelten Gruppe war ein Lappenüberleben nach 12 Stunden venöser Stase noch 
zu verzeichnen. Nach 13 Stunden venöser Stase gab es jedoch auch hier keine überleben-
den Gewebelappen mehr.  
Die systemische Gabe von Heparin hatte somit die Gewebetoleranz gegenüber einer ve-
nösen Stase von 10 auf 13 Stunden erhöht und die Überlebensrate der Lappen nach Re-
perfusion signifikant erhöht. 
Im Unterschied zu Wong et al (Wong L, 1991) wurden in dieser Untersuchung die Lappen 
frei transplantiert und  unsere Versuchstiere erhielten die Prüfsubstanzen lokal. Die Dauer 
der venösen Stase war bei uns auf 35 Minuten begrenzt. Unser Ziel war nicht, die maximal 
mögliche Dauer der venösen Stase zu testen. Wong et al hatten keine Intravitalmikrosko-
pie durchgeführt. 
Hjortdal et al (Hjortdal VE, 1994) hatten in einer Studie die venöse Ischämie in Gewebe-
transplantaten infolge mikrovaskulärer Thrombose bei Schweinen untersucht. Dabei wur-
de unter anderem die Anhäufung und Verteilung von Thrombozyten in den Lappen und 
die morphologischen Veränderungen in der mikrovaskulären Perfusion gemessen. Alle 
Lappen wurden einer primären Ischämie von zwei Stunden mit anschließender Reperfusi-
on von zwei Stunden unterzogen. Die Hälfte der Lappen wurde einer sekundären Ischä-
mie von sechs Stunden ausgesetzt. In Transplantatlappen mit sekundärer venöser Stase 
war die Anhäufung von Thrombozyten und Fibrinogen im Vergleich zu der Kontrollgruppe 
erhöht. Ein zweifacher Anstieg wurde vor der Reperfusion gemessen, ein dreifacher vier 
Stunden nach der Reperfusion. Eine elektronenmikroskopische histologische Auswertung 
zeigte eine Extravasation von Erythrozyten. Thrombozyten, Fibrin und Erythrozyten waren 
in erweiterten und teilweise zerstörten Kapillaren zu sehen. Die Verletzung nach venöser 
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Ischämie und Reperfusion ist nach Hjortdal et al (Hjortdal VE, 1994) assoziiert mit Throm-
bosen in der Mikrozirkulation und Veränderungen an Verbrauch an Gerinnungsfaktoren. 
Diesen Effekt konnten wir in unserer unbehandelten Vergleichsgruppe und der mit Voll-
elektrolytlösung behandelten Vergleichsgruppe bestätigen. Wenn auch die Anzahl der 
adhärenten Thrombozyten erhöht und der Kapillardurchmesser erweitert war, bestand 
dennoch ein statistisch signifikanter Unterschied nur zur unbehandelten Vergleichsgrup-
pe. Im Unterschied zu unserer intravitalmikroskopischen Auswertung erfolgte hier eine 
histologische Untersuchung und Analyse des Blutes. Um die Thrombozytenaktivität beur-
teilen zu können, wurden radioaktiv angereicherte Thrombozyten appliziert. 
Birk-Sørensen et al (Birk-Sørensen L, 1997) hatten sich mit der Frage beschäftigt, ob eine 
Thrombose eine Schlüsselrolle bei entfernten ischämischen Lappenanteilen spielt und ob 
Heparin lokal i.a. appliziert das Lappenüberleben von entfernten ischämischen Lappenan-
teilen bei Schweinen verbessert. Hierbei wurden unter anderem radioaktiv markierte 
Thrombozyten intravenös appliziert und deren Verteilung gemessen. Es werden zwei Ar-
ten von ischämischen Schäden unterschieden: eine Ischämie im gesamten Lappen bei 
Transplantation freier Gewebelappen und eine Ischämie in der Peripherie von zu groß 
gewählten Gewebelappen. Letzteres wurde von Birk-Sørensen et al gewählt. Als Kontroll-
lappen wurden kleinere nicht ischämische Lappen gewählt. In ihrer histologischen Aus-
wertung haben Birk-Sørensen et al herausgefunden, dass Thrombosen keinen wesentli-
chen Faktor bei der Ischämie von entfernten Gewebe- oder Hautlappenanteilen an der 
Grenze von vitalem zu ischämischem Gewebe darstellen und dass Heparin ein Überleben 
der entfernten Lappentransplantate nicht verbesserte. Stattdessen schien eine selektive 
Akkumulation von korpuskulären Elementen im ischämischen Teil des Lappens stattzufin-
den. Dabei waren entgegen den Erwartungen im venösen Teil vermehrt Thrombozyten 
statt Fibrinogen vorzufinden, auf die das applizierte Heparin jedoch keine Wirkung zeigte. 
Birk-Sørensen et al (Birk-Sørensen L, 1997) führten dies auf eine andere Formation der 
Thrombozyten als einen Thrombus zurück. Zur Kontrolle des i.a-applizierten Heparins 
wurde die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (APTT) in venösen Blutentnahmen be-
stimmt. Dabei wurde ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe ohne Heparingabe 
festgestellt.  
Die Ursache der Ischämie ist in dieser Studie eine andere als in unserem Versuch, da der 
verminderte Blutfluss nicht durch Aufstauung wie bei uns, sondern durch verminderte 
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oder fehlende Blutversorgung entstand. Dennoch bewirkt die venöse Stase ebenfalls eine 
Akkumulation von Thrombozyten. Thrombozyten wurden radioaktiv markiert, um in der 
nachfolgenden Auswertung szintigraphisch messbar zu werden. Die Markierung und Aus-
wertung der Thrombozyten unterschied sich somit von unserem Konzept.  
Nachdem bereits in früheren Studien gezeigt wurde, dass Heparin gegen Reperfusions-
schäden durch einen direkten Effekt am mikrovaskulären Endothel schützt, das unabhän-
gig von der systemischen Gerinnung ist, hatten Kirschner et al (Kirschner RE, 1999) eine 
entsprechende  Studie durchgeführt. Hierbei sollte die Rolle einer lokalen Applikation von 
Heparin auf das Überleben von Gewebelappen bei Sprague-Dawley-Ratten nach sekundä-
rer Ischämie und Revaskularisation untersucht werden. Bei allen Versuchstieren folgte 
nach zweistündiger arteriovenöser Ischämie eine 20-stündige Reperfusion. Die Lappen 
waren anschließend einer sechsstündigen sekundären venösen Ischämie ausgesetzt, ge-
folgt von einer Anastomosenrevision (mit Thrombektomie) und Reperfusion. Eine Gruppe 
erhielt keine weitere Therapie, eine zweite Gruppe eine systemische Heparin-Applikation 
und eine dritte Gruppe eine topische Applikation von Heparin nach freier Lappentrans-
plantation. Sieben Tage überlebten alle Lappen nach lokaler Applikation, in den beiden 
anderen Gruppen jeweils nur ca. 60%. Somit fand sich ein signifikantes Lappenüberleben 
nach einer lokalen Heparin-Applikation. 
Diesem Ergebnis der lokalen Heparin-Applikation mit einer 100%-Überlebensrate steht 
unser Ergebnis einer 78%-Überlebensrate gegenüber. Unser Vorgehen unterschied sich 
von Kirschner et al (Kirschner RE, 1999): zuerst lokale Heparin-Infusion, dann venöse Sta-
se von 35 Minuten. Auch hatten wir die Anastomose nicht revidiert. Kirschner et al führ-
ten keine Intravitalmikroskopie durch, am Ende des Versuches wurde eine histologische 
Untersuchung des Gewebes durchgeführt. 
Mögliche Wirkungen/Mechanismen von Heparin 
Mögliche Wirkungen von Heparin sah man früher in der antikoagulatorischen Aktivität 
(Saliba MJ, 1976), (Smith DR, 1969),  (Wright JG, 1988), ebenso wie in der nicht-
antikoagulatorischen  Aktivität (Kirschner RE, 1999), in Abhängigkeit der Dosierung. Des 
Weiteren sind antiinflammatorische Eigenschaften (Carr J, 1979) durch Verhinderung ei-
ner Beschädigung durch Histamin, Serotonin und Bradykinin sowie antithrombotische 
Effekte (Hiebert LM, 1976), (Hiebert LM, 1989) durch Behinderung der Anbindung von 
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Thrombin an das Endothel  möglich. Weitere Wirkungen  des Heparins sind abgeschwäch-
te postischämische Endothel-Dysfunktionen (Sternbergh WC, 1993), eine signifikant redu-
zierte postischämische mikrovaskuläre Permeabilität und Akkumulation von  Wasser-
stoffionen (Hobson RW, 1988) und Verhinderung  einer Beschädigung durch freie Sauer-
stoffradikale (Nillson VA, 1993), (Oyanagui Y, 1990). Dies ist ein Effekt, der aufgrund der 
Fähigkeit der Freisetzung extrazellulärer Superoxid-Dismutase vom Endothel herrührt  
(Oyanagui Y, 1990). Heparin verhindert ebenso durch freigesetzte Superoxid-Dismutase-
Inhibitoren eine postischämische Leukozyten-Adhäsion am Endothel (Becker M, 1994) 
und hemmt durch endotheliale NO-Synthese die Neutrophilenadhäsion in der Mikrozirku-
lation (Minami M, 1995), (Li JM, 1996). 
6.4.3 rtPA 
Wie bei Heparin sind auch für rtPA vergleichbare Studien nicht publiziert. 
Bereits 1989 beschrieben Fudem et al in einem Fallbericht (Fudem GM, 1989) eine 
Thrombolyse einer vermuteten Anastomosenthrombose in einem freien Lappentrans-
plantat mit tPA in Verbindung mit Heparin. Die tPA-Infusion musste aufgrund einer spon-
tanen Blutung gestoppt werden und wurde durch Heparin ersetzt. Der Lappen konnte 
gerettet werden. 
Romano et al (Romano JE, 1989) beschrieben im selben Jahr in einem Kaninchen-Versuch 
den thrombolytischen Effekt von tPA in einem mikrovaskulären Modell. Sie fanden, dass 
die lokale Infusion von tPA effektiv Thrombosen, die bei einer venösen mikrovaskulären 
Anastomose auftreten, lysiert, ohne signifikant die systemische Fibrinolyse zu aktivieren. 
Stassen et al (Stassen JM, 1995) sahen die chirurgischen Revisionen bei mikrovaskulären 
Thrombosen als nicht ausreichend an. Oft wurden pharmakologische Zusätze für die Prä-
vention oder gelegentlich die Behandlung solcher mikrovaskulärer Thrombosen verwen-
det. Bei thrombolytischen Substanzen zur Lyse bereits bestehender Thromben existiert 
die Angst einer unkontrollierbaren Blutung. Eine lokale Applikation könnte die systemi-
schen Komplikationen reduzieren. Stassen et al (Stassen JM, 1995) hatten diese Technik 
bereits erfolgreich mit rtPA zur Lyse einer arteriellen Thrombose angewendet. 
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Rohrich et al (Rohrich RJ, 1996) wandten in einer Studie mit Kaninchen (n=16 in Versuchs-
gruppe) humanes tPA als lokale Infusion über einen Zeitraum von 24 Stunden bei einem 
erprobten Thrombose-Modell mittels einer arteriellen Transplantat-Umstülpung der Inti-
ma und Adventitia (sogenanntes inversion graft) an. Dabei zeigte sich weder in der Ver-
suchs- noch in der Kontrollgruppe eine signifikante klinische Blutung oder eine Verände-
rung der Gerinnungsparameter in den von humanem tPA perfundierten arteriellen Gefä-
ßen. Elektronenmikroskopisch konnte in den Arterien der Versuchsgruppe auf einen 
Rückgang oder eine Prävention weiterer Thrombozytenaggregationen und -adhäsionen 
gezeigt werden. Rohrich et al (Rohrich RJ, 1996) interpretierten dieses Ergebnis als offen-
sichtliche klinische Auswirkung bei der Prävention oder Umkehrung mikrovaskulärer 
Thrombosen bei der freien Gewebetransplantation. 
Trotz der enormen Fortschritte in der mikrovaskulären Technik und chirurgischer Fähig-
keiten ist die Anastomosenthrombose ein häufiges Problem. Thrombolytische Medika-
mente wie Urokinase, Streptokinase und Thrombolysin waren bereits eingeführt, haben 
jedoch unerwünschte Nebenwirkungen auf die systemische Hämostase. Atiyeh et al 
(Atiyeh BS, 1999) experimentierten 1999 mit Injektionen von rtPA lokal intraarteriell bei 
arterieller Thrombose, intravenös bei venöser Thrombose und in Weichteilgewebe je 
nach Lokalisation der Thromben bei drei Patienten nach Replantationschirurgie. Sie ver-
muteten, dass rtPA eine Rolle beim mikrovaskulären Gewebetransfer bei der Prävention 
oder Rettung freier Gewebelappen spielt. 
Da tPA das potenteste und sicherste Fibrinolytikum im klinischen Gebrauch darstellt, ha-
ben Krapohl et al (Krapohl BD, 2000) im Jahr 2000 eine Studie mit Ratten durchgeführt, 
die tPA bei Skelettmuskellappen nach thrombogenetischem Stimulus einsetzte. Bis zu 
diesem Zeitpunkt mangelte es an kontrollierten Studien mit tPA im Bereich Mikrochirur-
gie und freier Gewebetransplantation. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass tPA lokal appli-
ziert signifikant die kapillare Perfusion nach thrombogenetischem Insult verbesserte und 
somit die Lappen-Überlebenswahrscheinlichkeit erhöhen konnte. 
Bonde et al (Bonde CT, 2004) setzten bei zwei Patienten mit jeweils einem freien Lappen-
transplantat beim Auftreten einer venösen Thrombose an der venösen Anastomose er-
folgreich systemisch und lokal intraarteriell rtPA begleitend mit Heparin und Prostazyklin 
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nach der chirurgischer Revision des Thrombus mit anschließendem No-Reflow-Phänomen 
ein.  
Im Jahr 2006 haben Tran et al (Tran NV, 2006) Erfahrung mit subkutaner Applikation von 
rtPA bei der Rettung eines Myokutanlappens gemacht, nachdem Atiyeh et al (Atiyeh BS, 
1999) 1999 bereits damit positive Erfahrung gemacht hatten. Eine manuelle Throm-
bektomie führte in einem freien Myokutanlappen nicht zur Aufrechterhaltung des venö-
sen Flusses. Eine i.a. Injektion von rtPA hingegen ermöglichte den venösen Fluss. Trotz 
anschließender postoperativer Aspirin- und Heparintherapie erfuhr der Lappen eine wei-
tere venöse Thrombose, woraufhin dieselbe Therapie folgte. Schließlich führte eine sub-
kutane rtPA-Applikation zum Erfolg.  
Rinker et at (Rinker BD, 2007) hatten im Jahr 2007 alle Daten von Patienten mit freien 
Lappentransplantaten zwischen den Jahren 2000 und 2005 untersucht, um Aussagen über 
Indikation, Dosis, Effizienz und Sicherheit des Einsatzes von rtPA zu machen, da davon 
bislang noch nie berichtet wurde. 275 Lappentransplantate wurden dabei untersucht. Bei 
22 Fällen davon lag eine Thrombose vor, von denen 15 mit rtPA behandelt wurden. 67% 
der rtPA behandelten Lappen konnten gerettet werden, im Gegensatz zu 29% bei den 
nicht-rtPA-behandelten Lappen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die isolierte Perfusion von 
rtPA bei der Rettung freier Lappentransplantate effektiver ist, als der alleinigen Revision 
der Anastomose. 
Casey et al (Casey WJ 3rd, 2007) führten eine retrospektive Studie durch, um die Effizienz 
intraarterieller Infusion von tPA bei freien Lappentransplantaten nach venöser Thrombo-
se zu untersuchen. Zwischen 2003 und 2006 wurden bei den durchgeführten 122 freien 
Lappentransplantaten eine arterielle und elf venöse Thrombosen registriert. Alle venösen 
Thrombosen konnten mit tPA gerettet werden, obwohl eine davon eine zweite venöse 
Revision aufgrund einer weiteren Thrombose benötigte. Somit kann intraarteriell appli-
ziertes tPA als effektiver Zusatz bei der Behandlung von mikrochirurgischen venösen 






Aktivierung der Fibrinolyse (Estler C-J, 2007) 
Ein Fibrinnetzwerk löst selbst die eigene Proteolyse aus. Von Endothelzellen produziertes 
tPA, dessen Freisetzung u.a. durch vasoaktive Substanzen wie den plättchenaktivierenden 
Faktor (PAF),  Adrenalin, Desmopressinacetat oder Thrombin induziert werden kann, bin-
det zusammen mit Plasminogen an Fibrin. Der entstehende Multikomponenten-
Enzymkomplex (tPA-Enzym, Fibrin=Cofaktor, Plasminogen=Substrat) führt zur effektiven 
Plasminbildung, die auf den Wundheilungsort beschränkt bleibt.  
 
Thrombin als Kofaktor bei tPA bei der Fibrinolyse 
Thrombin wirkt auf Thrombozyten (Packham MA, 1978) und Fibrinformation (Murano G, 
1980) und hierdurch auf die Thrombusformation. Levin et al (Levin EG, 1984) haben den 
Effekt von Thrombin auf die Ausschüttung von tPA aus menschlichen Endothelzellen un-
tersucht. Dabei haben sie herausgefunden, dass mit einer Zeitverzögerung von sechs 
Stunden nach Thrombingabe ein Anstieg der  tPA-Ausschüttung  aus Endothelzellen statt-
findet. Es scheint zunächst nicht zusammenzupassen, dass dasselbe Molekül, das die 
Thrombusformation unterstützt, eine Ausschüttung eines Plasminogen-Aktivators bewir-
ken kann, welches die Hämostase gefährdet. Das Sechs-Stunden-Verzögerungsintervall 
führt dabei offensichtlich zum zunächst notwendigen Schutz der Hämostase.  
In unserem Versuch wird keine Thrombinzugabe zur zeitverzögerten tPA-Ausschüttung 
angewandt. Dem vorhandenen Thrombin wird rtPA zugegeben, so dass dieses Verzöge-
rungsintervall umgangen wird und keine Behinderung der Hämostase eintritt. 
 
6.5 Bedeutung der Ergebnisse 
6.5.1 Mechanismen primärer und sekundärer Ischämie 
Die primäre Ischämie ist definiert als die Zeit von der Hebung eines Gewebetransplanta-
tes bis zu dessen Reperfusion. Nach Wiederherstellung des arteriellen Zustroms im Ge-
webetransplantat kann es zu einem „No-Reflow-Phänomen“, also einer postischämischen 
ausbleibenden Reperfusion, so dass der kapilläre nutritive Blutfluss herabgesetzt ist und 
somit ein Verlust des Gewebetransplantats einhergehen kann. Zahlreiche Untersuchun-
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gen zur deren Ursachen und deren Vermeidung wurden dazu in den vergangenen Jahr-
zehnten gemacht. (Harder Y, 2008) (Scholz T, 2008), (Menger MD, 2003), (Fitzal F, 2001) 
(Calhoun KH, 1999) (Frick AF, 1993) (Mellow CG, 1990) 
Aber nicht nur eine primäre Ischämie kann Ursache des Verlust eines Gewebetransplan-
tats darstellen, sondern auch die sekundäre Ischämie. 
Die sekundäre Ischämie stellt das Intervall zwischen dem postoperativen thrombotischen 
Verschluss eines freien Gewebelappens und seiner erfolgreichen Revaskularisation dar. 
In unserem Experiment haben wir durch das Abklemmen des venösen Systems einen ve-
nösen Gefäßverschluss durch zum Beispiel einen Hämatomdruck oder Sekundärheilungs-
prozesse simuliert und dabei den arteriellen Zufluss gewährleistet. Da der venöse Blutab-
fluss aus dem Lappen nur über eine einzige anastomosierte Vene möglich ist, staut sich 
das arteriell ankommende Blut unweigerlich im Lappen an. Im angestauten Gefäßsystem 
wird das Gerinnungssystem aktiviert, so dass eine Thrombose entstehen kann. (Hjortdal 
VE, 1994), (Henne-Bruns D, 2003) Wir konnten an einigen Lappen der Kontrollgruppen 
makroskopisch eine akut venöse Stauung mit disseminierter livider Verfärbung als Zei-
chen einer venösen Stauung feststellen. Mikroskopisch waren in manchen Gesichtsfel-
dern nur partiell Kapillaren mit FITC-Dextran perfundiert (kapillares No-Reflow). Dies 
zeigt, dass generell ein arterieller Zufluss möglich war. Einige Kapillaren zeigten eine nega-
tive Kontrastierung. Die Kapillaren waren erst durch das umliegend heller erscheinende 
Gewebe sichtbar. Dies kann aufgrund des venösen Aufstaus mit konsekutiver Ruptur der 
Kapillarwand, Übertritt von Erythrozyten, FITC-Dextran und Ausbildung eines Gewe-
beödems entstehen. Ödembildung und Extravasation wurde bereits bei Hjortdal et al 
(Hjortdal VE, 1994) und Kerrigan et al (Kerrigan CL, 1994) als Zeichen einer sekundären 
venösen Ischämie beschrieben. Auch in Erwägung ziehen sollte man eine Erhöhung des 
Filtrationsdrucks im arteriellen Kapillarsystem bei venöser Abflussstörung mit erschwerter 
venöser Reabsorptionfähigkeit der Gewebsflüssigkeit. Dass gebietsweise die Kapillaren 
mikroskopisch nicht nachweisbar waren kann aber auch dadurch entstanden sein, dass 
das FITC-Dextran diese Gefäße aufgrund des Aufstaus oder aufgrund des Vorhandenseins 
von Mikrothromben in den Kapillaren über den arteriellen Zufluss erst gar nicht mehr 
erreicht hat. Einige Kapillaren zeigten einen vergrößerten Durchmesser. Bei einer Stase ist 
der Blutfluss verlangsamt oder aufgehoben. Der Sauerstoffdruck verringert sich, es folgt 
ein anaerober Metabolismus und pH-Abfall. Die Gefäße reagieren mit Dilatation. Nach 
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einer Zeit stirbt die Gefäßmuskulatur der kleinen Arterien ab, es kommt zu einer passiven 
Dilatation (Birk-Sørensen L, 1997). 
Dass eine reduzierte ischämische Toleranz bei freien Transplantatlappen mit einem beein-
trächtigten Blutfluss in der Haut zu erklären war, stellten auch He et al (He W, 1998) 1998 
bei einem Versuch mit freien und gestielten Transplantatlappen bei Schweinen fest. 
6.5.2 Heparin  
Heparin ist allgemein als weitverbreitetes Antikoagulans bekannt, das die Umwandlung 
von Fibrinogen zu Fibrin verhindert. Es ist bekannt dafür, Appositionsthrombusbildung zu 
verhindern. Wenn es systemisch verabreicht wird, kann es ein erhöhtes Risiko hämorrha-
gischer Komplikationen verursachen. Der Effekt von Heparin ist kontrollierbar über die 
PTT. Streptokinase und Urokinase, die schon länger im Einsatz sind, haben den Nachteil 
allergische Reaktionen hervorzurufen (Bonde CT, 2004). 
 
In unseren Untersuchungen hat Heparin die höchste Überlebensrate freier mikrovaskulä-
rer Gewebetransplantate gezeigt. Es besteht ein signifikanter Unterschied bei der Vitalität 
im Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen A und B, sowie bei der funktionellen Kapillar-
dichte im Lappen zu beiden Kontrollgruppen, beim Kapillardurchmesser im Lappen zur 
Kontrollgruppe A und der Anzahl durchflossener Thrombozyten im Lappen im Vergleich 
zur Kontrollgruppe A. Bei der makroskopischen Beurteilung zeigten sich in der mit Hepa-
rin behandelten Gruppe 77,8% vital. 
Eine höhere funktionelle Kapillardichte, in der auch ein Fluss nachweisbar ist, führt zu 
einem besser mit Sauerstoff versorgten Lappen. Die Perfusion nutritiver Kapillaren garan-
tiert eine adäquate Sauerstoffbelieferung des Gewebes und ist daher von essentieller 
Bedeutung für das Überleben des Organs und dessen Funktion (Menger MD, 1997). 
Der Kapillardurchmesser in den Lappen der Kontrollgruppe A war signifikant größer im 
Vergleich zu den Lappen der mit Heparin behandelten Gruppe.  
Es ist denkbar, dass bei freiem arteriellen Zufluss und fehlendem venösem Abfluss, in un-
serem Fall durch die künstlich erzeugte venöse Stase, der Druck im Kapillargefäßsystem 
des Transplantates steigt. Eine Ödementstehung im Gewebe mit intravaskulärer Hämo-
konzentration mit Endothelzellschwellung führt zu einer Einengung des kapillären Lumens 
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(Menger MD, 1997), (Menger MD, 2003), (Fitzal F, 2002). Durch den erhöhten Filtrations-
druck im arteriellen Kapillarsystem und der verminderten Reabsorptionsfähigkeit im ve-
nösen Kapillarsystem wird die Ödembildung verstärkt. In unseren Versuchen sind die Ka-
pillardurchmesser der wenigen sichtbaren Kapillaren bei den Lappen der Kontrollgruppe A 
signifikant größer, was mit der in der Literatur häufig beschriebenen zunehmenden Ein-
engung der Kapillarlumen nicht konform geht. Bei (Frick A 1999) wurden jedoch nach 
sekundärer venöser Stase ebenfalls wie bei uns maximal dilatierte Kapillaren beschrieben. 
Er sieht eine mögliche Erklärung im erhöhten Perfusionsdruck infolge der venösen Stase. 
Auch (Schmitz V, 2008) beschreibt bei vaskulären Veränderungen infolge Ischämie und 
Reperfusion unter anderem einen vergrößerten Kapillardurchmesser in den peritubulären 
Kapillaren der Niere. 
Die Anzahl fließender Thrombozyten, die im Vergleich zur Kontrollgruppe A bei der mit 
Heparin behandelten Gruppe signifikant erhöht war, korreliert mit der signifikant erhöh-
ten Kapillardichte. Je höher die Anzahl der fließenden Thrombozyten, desto weniger 
Thrombozyten sind wandadhärent.  
Die Anzahl adhärenter Thrombozyten im Lappen zeigte keinen signifikanten Unterschied 
zu den beiden Kontrollgruppen.  Aronson et al stellten bei einer Studie (Aronson DL, 
1985)  von venösen Thrombosen bei Kaninchen fest, dass trotz aktivierter gefäßwandad-
härenter Thrombozyten, das Blut über einen Zeitraum von 30 Minuten flüssig blieb. In 
unserem Versuch wurde eine Adhärenz von 60 sec gemessen. Ein eventuelles Weiterflie-
ßen nach Ablauf dieses Zeitraums blieb dabei unberücksichtigt. Auch wurde die Anzahl 
adhärenter Thrombozyten nicht im Verhältnis zur Kapillardichte gemessen. Die Kapillar-
dichte in der mit Heparin behandelten Gruppe war signifikant höher im Vergleich zu bei-
den Kontrollgruppen. Unter Berücksichtigung dieser Tatsache sind deutlich mehr Throm-
bozyten pro Strecke in den Vergleichsgruppen adhärent. 
Mechanismen der Adhärenz der Thrombozyten (Riede UN, 2004): 
- Ein Abscheidungsthrombus ist ein durch Thrombozytenabscheidung an geschädigtem 
Gefäßbezirk im strömenden Blut entstandener Thrombus. 
Kommt ein geschädigter Endothel-/Gefäßbezirk mit strömendem Blut in Kontakt, so 
scheiden sich auf ihm Thrombozyten ab, aggregieren und gehen irreversibel in eine 
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visköse Metamorphose über. Die damit verbundene Thrombozytorrhexis setzt Fakto-
ren frei, die das plasmatische Gerinnungssystem aktivieren, so dass sich über dem pri-
mären Plättchenthrombus Fibrin abscheidet. In den Maschen des Fibrinnetzes verfan-
gen sich Erythrozyten und Leukozyten, die das Volumen des Thrombus vergrößern. Der 
in den Blutstrom hineinragende Thrombus löst Turbulenzen aus, die weitere Abschei-
dungen von Plättchen, Fibrin und Blutzellen provozieren. 
- Ein Gerinnungsthrombus ist ein in stagnierender Blutsäule entstandener Thrombus. 
Im nichtzirkulierenden Blut entwickelt sich früher oder später eine Hypoxidose, wobei 
aus den geschädigten Thrombozyten gerinnungsaktivierende Substanzen freigesetzt 
werden, so dass schließlich Fibrin ausfällt. Auf diese Weise gerinnt das Blut, ohne dass 
sich besondere lokale Anreicherungen von Thrombozyten oder Fibrin entwickeln kön-
nen, wie sie einen Abscheidungsthrombus charakterisieren. 
Es entsteht ein Thrombus, der die gleiche homogene rote Farbe hat, wie das Blut. Ein 
Fibrinnetz hält ihn dürftig zusammen. Er ist spröde und wenig elastisch, er ist dünn und 
flottiert ins Gefäßlumen, wird leicht losgerissen und als Embolus verschleppt. 
- Ein gemischter Thrombus ist ein in Form langer Venenthrombus und besteht aus ei-
nem oder mehreren Abscheidungsthromben und dazwischenliegende und / oder an-
gehefteten Gerinnungsthromben bestehen. 
In unseren Versuchen war in der mit Heparin behandelten Gruppe die Anzahl der adhä-
renten Thrombozyten nicht signifikant höher als in den beiden Kontrollgruppen. Durch die 
venöse Stase entstehen Gerinnungsthromben in der stagnierenden Blutsäule, in der sich 
keine auffallende Anzahl an Thrombozyten anreichert. Eine größere Thrombozytenaggre-
gation wie bei Abscheidungsthromben, war nicht nachweisbar.  
Der Heparin-AT III-Komplex inaktiviert zahlreiche Gerinnungssysteme (Faktoren Xa, XIIa, 
XIa, IXa und Thrombin ) und verhindert somit die Entstehung eines Gerinnungsthrombus 
(Karow T, 2006). 
Antioxidative Prozesse: 
Die Antikoagulation mit Heparin verbessert den thrombophilen Zustand und verhindert 
eine Appositionsthrombose. Daneben könnten allerdings auch antioxidative Prozesse im 
Zusammenhang mit Heparin eine Rolle spielen.  
Oyanagui et al (Oyanagui Y, 1990) haben in einer Untersuchung an Mäusen gefunden, 
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dass die ischämische Ödembildung durch Gabe von Heparin durch Erhöhung von extrazel-
lulärer Superoxid-Dismutase (EC-SOD) verringert wird. Von den drei Typen von EC-SOD 
hat EC-SOD-A keine und EC-SOD-B nur geringe Bindungsaffinität zu Heparin und dem En-
dothel. Hingegen wird von EC-SOD-C angenommen, dass es Blutgefäße vor Sauerstoffra-
dikalen schützt, die von anhaftenden neutrophilen Granulozyten oder aktivierter Xanthi-
noxidisae (XOD) produziert werden. EC-SOD-C hat eine starke Affinität zu Heparinoiden. 
Intravenöse Injektionen von Heparin (2000 U/kg KG) entfernt schnell gebundenes EC-
SOD-C von Zellen und bedeckt damit Blutgefäßoberflächen, um diese vor oxidativem 
Stress zu schützen. Die Ischämie-Reperfusion bei Mäusepfoten zeigte bei dosisabhängiger 
Heparin-Gabe eine verminderte Ödembildung bei gleichzeitig angestiegener Plasma-SOD-
Aktivität. Heparin hat einen Anstieg der Plasma-SOD-Aktivität um das 2,2 bzw. 5,2-fache 
bei Mäusen und Menschen bewirkt. Oyanagui et al führen die verminderte Ödembildung 
hierauf zurück. Heparin kann die Ausschüttung von EC-SOD-C als Enzym-Heparin-Komplex 
ins Plasma bewirken. 
Bei einem der beiden nekrotischen Gewebetransplantate zeigten sich in der IVM Ergeb-
nisse wie bei den Tieren der Kontrollgruppe A: eine deutlich reduzierte Kapillardichte, ein 
erhöhter Kapillardurchmesser, eine deutlich erhöhte Anzahl adhärenter Thrombozyten 
und keine fließenden Thrombozyten. Der zweite nekrotische Lappen zeigte sich konträr: 
die Eigenschaften unterschieden sich nicht von den vitalen Lappen.  
Ob sich nach Abklingen der Wirkung des Heparins eine Thrombose mit hämodynamischen 
Auswirkungen entstanden ist, kann nicht nachgewiesen werden, da die IVM nur kurzzeitig 
nach der künstlich erzeugten sekundären Ischämie durchgeführt wurde. Die dosisabhän-
gige Halbwertszeit von Heparin liegt bei 1 Stunde bei einer Applikation von 100IU/kg KG 
(Karow T, 2006).  
Generell konnte gezeigt werden, dass lokal i.a. appliziertes Heparin die Überlebenswahr-
scheinlichkeit von freien Lappentransplantaten signifikant erhöht und dieses auch in den 
Ergebnissen der Intravitalmikroskopie (Kapillardichte etc) nachvollzogen werden konnte. 
Die Mehrzahl der Studien, die bereits in früheren Jahren durchgeführt wurden, kam eben-
falls zu dem Ergebnis, dass Heparin die Überlebensrate von freien oder gestielten Gewe-
belappen erhöht. Dies konnte in unseren Untersuchungen bestätigt werden. Auch eine 
direkte lokale Heparin-Applikation scheint wie bei Kirschner et al (Kirschner RE 1999) 
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vermehrt dazu beizutragen, ohne auf die systemische Koagulation Auswirkung zu haben. 
Bei Wong et al (Wong L 1991) hatte eine systemische Applikation von Heparin zumindest 
eine erhöhte Gewebetoleranz gegenüber einer venösen Ischämie ergeben. Da nicht klar 
ist, ob mögliche Unterschiede in der Pathophysiologie der Ischämie in der Peripherie 
überdimensionierter Lappen identisch ist mit derjenigen kompletter Ischämie bei freien 
Lappentransplantaten, könnte dies den Unterschied der Ergebnisse von Birk-Sørensen 
(Birk-Sørensen L 1997) mit unseren Ergebnissen erklären. 
6.5.3 rtPA 
Rekombinantes tPA zählt zur zweiten Generation thrombolytischer Substanzen. Es bindet 
direkt an das Fibrinmolekül und fördert die Plasminogenaktivierung und Fibrinolyse. 
Thrombolyse findet im Wesentlichen nur an diesem Ort statt und hat dadurch kaum sys-
temische Wirkung. Auf diese Weise sollen sich Thromben innerhalb von zehn Minuten 
auflösen (Bonde CT, 2004). Als fibrinselektives Thrombolytikum induziert es jedoch an 
fibrinreparierten Gefäßen eine Blutung. 
Die Überlebensrate freier mikrovaskulärer Gewebetransplantate in unserem Versuch lag 
bei der mit rtPA behandelten Gruppe bei 60% und war somit niedriger als bei der Hepa-
rin-Gruppe. Die Vitalität der Lappen unterschied sich zur unbehandelten Kontrollgruppe A 
statistisch signifikant, zur mit Vollelektrolytlösung behandelten Kontrollgruppe B war der 
Unterschied jedoch nicht signifikant. Hierbei kann die unterschiedliche Gruppengröße 
eine Rolle spielen. 
Einen signifikanten Unterschied in der funktionellen Kapillardichte in den Lappen gab es 
im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen A und B. Die Kapillardurchmesser der Lappen war 
im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe A signifikant erhöht, während bei der 
Anzahl adhärenter oder fließender Thrombozyten kein signifikanter Unterschied zu ver-
zeichnen war.  
Bereits zahlreiche Versuche mit (r)tPA in den vergangenen Jahren haben gezeigt, dass der 
Einsatz mit (r)tPA bei der Lyse von Thrombosen in Transplantatlappen erfolgreich war 
(Atiyeh BS, 1999) (Bonde CT, 2004) (Casey WJ 3rd, 2007) (Fudem GM, 1989) (Hayden RE, 
1989) (Krapohl BD, 2000) (Rinker BD, 2007) (Romano JE, 1989) (Stassen JM, 1995), beim 
lokalen arteriellen Einsatz sogar ohne schwerwiegende Komplikationen wie intraabdomi-
nelle Blutungen oder Blutungen an den Transplantaten. Mögliche Wechselwirkungen be-
stehen in einem erhöhten Blutungsrisiko zusammen mit Cumarinen, oralen Antikoagulan-
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tien, Thrombozytenaggregationshemmern, nichtfraktioniertem oder niedermeolekularem 
Heparin, oder anderen die Blutgerinnung hemmenden Arzneimitteln. Die Halbwertszeit 
von rtPA liegt zwischen 5 Minuten (www) und 18 Minuten (Karow T, 2006) 
Bei zwei der vier nekrotischen Gewebetransplantate zeigten sich in der IVM eine Kapillar-
dichte und ein Kapillardurchmesser, die sich letztlich nicht von denen der am Ende vitalen 
Gewebetransplantate unterschied. Die IVM wurde unmittelbar nach der künstlich erzeug-
ten sekundären Ischämie durchgeführt. Eventuelle Veränderungen der Kapillardichte, 




Trotz der in der Literatur beschriebenen bisherigen Erfolge mit rtPA, im Speziellen bei der 
lokalen i.a. Anwendung, ist unser Ergebnis dennoch weniger erfolgreich als in der mit He-
parin behandelten Gruppe. Durch die nahezu lokale Wirkung ohne wesentliche systemi-
sche Nebenwirkungen wäre es durchaus denkbar, in weiterführenden Studien mit modifi-
ziertem Versuchsprotokoll bessere Ergebnisse zu erzielen. Wenngleich auch eine deutli-
che Verbesserung der mikrovaskulären Perfusion bzw. Abschwächung des Ischämie-
Reperfusionsschadens durch sowohl Heparin als auch rtPA erzielt werden konnte. Selbst 
eine subkutane Applikation von rtPA war in einer Untersuchung von Tran et al (Tran NV, 
2006) erfolgreich. Möglicherweise ist eine Kombination mehrerer Substanzen einen 
Schlüssel zum Erfolg. Laut Bonde et al (Bonde CT, 2004) gibt es deutliche Anzeichen dafür, 
dass die zusätzliche Anwendung von Prostazyklin durch seine abschwächende Wirkung 
auf die Thrombozytenaktivität eine Rethrombose verhindern kann. Nach der rtPA-
Applikation angewandt stellt Prostazyklin eine wirkungsvolle Ergänzung dar. Dass unsere 
Versuchstiere nur unmittelbar vor Erzeugung der sekundären venösen Stase die zu tes-
tenden Pharmaka erhalten hatten reicht möglicherweise nicht aus. Eine wiederholte Gabe 
oder Kombination könnte in klinischem Einsatz möglicherweise eine weitere Verbesse-
rung des Ergebnisses bewirken.  
RtPA ist theoretisch die effektivste Substanz um einen verschließenden Thrombus zu lö-




Heparin kann mit seiner antioxidativen Wirkung auf die Blutgefäßendothelien zu einem 




Große Haut-Weichteildefekte können durch ein Trauma oder eine Resektion von verän-
dertem Gewebe entstehen und stellen immer wieder eine Herausforderung für die plas-
tisch-chirurgische Defektdeckung dar. Freie Gewebetransplantate erfahren durch ihre 
Hebung eine primäre Ischämie, die nach der Anastomosierung zu einem „No-Reflow-
Phänomen“ führen kann. Im weiteren postoperativen Verlauf kann es zu einer erneuten 
sekundären Ischämie infolge isolierter Thrombose, von Hämatomdruck oder Sekundärhei-
lung der bedeckenden Weichteile kommen.  
In der vorliegenden experimentellen Untersuchung wurde der medikamentöse Einfluss 
sowohl von Heparin als auch des Fibrinolytikums rtPA auf das Überleben frei transplan-
tierter Lappen nach sekundärer venöser Stase untersucht. 
Bei männlichen Sprague-Dawley-Ratten (n=32) wurde von der Leiste ein 3 cm großer adi-
pokutaner Lappen entnommen und mit freiem mikrochirurgischem Gefäßanschluss im 
Empfängergebiet an den Hals transplantiert. Die Tiere wurden in vier Gruppen randomi-
siert: zwei Kontrollgruppen, eine unbehandelt, eine mit einer Vollelektrolytlösung, eine 
mit Heparin behandelte Gruppe und eine mit rtPA behandelten Gruppe. Am 1. postopera-
tiven Tag erhielten die Tiere ihren jeweiligen Wirkstoff intraarteriell in den Lappen appli-
ziert. Anschließend wurde durch Abklemmen der Lappenvene eine sekundäre venöse 
Stase von 35 Minuten experimentell erzeugt. Nach Beendigung der venösen Ischämie 
wurden den Tieren CFDA-SE-markierte Thrombozyten i.v. verabreicht, um nachfolgend 
intravitalmikroskopische Untersuchungen durchzuführen. 
Die Analyse unserer Daten zeigte eine Verbesserung der nutritiven kapillären  Perfusion 
und Verminderung des Ischämie-Reperfusionsschadens sowohl durch die antikoagulatori-
sche (und möglicherweise antioxidative Wirkung) Wirkung des Heparins als auch durch 
die fibrinolytische Wirkung des rekombinaten Gewebeplasminaktivators rtPA. Es bestand 
ein signifikanter Unterschied von Heparin und rtPA jeweils zu beiden Kontrollgruppen. 
Da rtPA eine sehr effektive Substanz zur lokalen Lyse von Thromben darstellt, bei fehlen-
den allergischen (wie bei Urokinase, Streptokinase) oder verminderten systemisch hä-
morrhagischen (Heparin) Nebenwirkungen, kann rtPA im klinischen Alltag zur adjuvanten 
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1 nekrotisch 0 1,4 165,6 171,1 
2 nekrotisch 0 0 156,9 222,3 
3 nekrotisch 5,6 12,8 157,8 178,5 
4 nekrotisch 0 13,1 165,8 214,1 
5 nekrotisch 0 14,4 198,5 204,1 













1 nekrotisch - 8,2 4,6 4,4 
2 nekrotisch - - 4,8 5,0 
3 nekrotisch 6,1 6,7 5,0 4,8 
4 nekrotisch - 8,4 5,1 5,4 
5 nekrotisch 6,4 6,9 5,3 4,9 
















1 nekrotisch 4 7 0 0 
2 nekrotisch 0 0 0 0 
3 nekrotisch 0 1 0 0 
4 nekrotisch 3 1 1 0 
5 nekrotisch 1 8 0 1 
Tabelle 8: Anzahl der länger als 30 Sekunden am Endothel anhaftenden angefärbten 
Thrombozyten in der IVM in einem Gesichtsfeld 













1 nekrotisch 0 0 48 76 
2 nekrotisch 0 0 30 6 
3 nekrotisch 0 0 3 1 
4 nekrotisch 0 0 16 8 
5 nekrotisch 0 0 49 38 
Tabelle 9: Anzahl der durchgeflossenen angefärbten Thrombozyten in 60 Sekunden in der 

















1 nekrotisch 20,3 0 165,8 155,8 
2 vital 173,9 175,1 144,6 189,9 
3 nekrotisch 0 0 208,2 210,8 
4 nekrotisch 0 0 141,3 130,6 
5 nekrotisch 160,6 153,9 158,7 176,0 
6 nekrotisch 10,2 14,3 162,6 206,9 
7 nekrotisch 80,5 34,5 174,0 161,2 
8 nekrotisch 18,0 0 162,1 162,5 

















1 nekrotisch 6,4 - 4,6 4,2 
2 vital 5,6 5,1 4,5 4,8 
3 nekrotisch - - 4,6 5,0 
4 nekrotisch - - 4,6 4,5 
5 nekrotisch 5,0 5,2 4,8 4,7 
6 nekrotisch 6,2 5,7 4,2 4,9 
7 nekrotisch 6,3 6,0 4,9 5,0 
8 nekrotisch 5,9 - 4,9 5,0 
Tabelle 11: Kapillardurchmesser (µm) in der IVM in einem Gesichtsfeld 












1 nekrotisch 3 10 0 0 
2 vital 2 2 0 0 
3 nekrotisch 9 2 1 0 
4 nekrotisch 1 2 0 0 
5 nekrotisch 13 1 0 0 
6 nekrotisch 2 7 0 0 
7 nekrotisch 3 0 0 1 
8 nekrotisch 5 4 0 0 
Tabelle 12: Anzahl der länger als 30 Sekunden am Endothel anhaftenden angefärbten 
Thrombozyten in der IVM in einem Gesichtsfeld 
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1 nekrotisch 3 0 3 2 
2 vital 47 21 37 44 
3 nekrotisch 0 0 24 6 
4 nekrotisch 0 0 19 2 
5 nekrotisch 8 6 11 8 
6 nekrotisch 0 0 7 6 
7 nekrotisch 0 0 21 4 
8 nekrotisch 0 0 13 4 
Tabelle 13: Anzahl der durchgeflossenen angefärbten Thrombozyten in 60 Sekunden in 

















1 vital 161,4 117,4 159,7 172,9 
2 vital 140,0 134,7 136,5 164,2 
3 nekrotisch 166,0 139,1 178,6 184,4 
4 nekrotisch 5,5 5,38 151,0 195,4 
5 vital 133,1 102,4 169,5 169,2 
6 vital 158,7 149,8 107,1 164,1 
7 vital 120,2 168,7 163,8 197,0 
8 vital 167,1 162,8 160,8 192,0 
9 vital 170,0 176,6 167,1 165,9 
















1 vital 5,7 5,7 5,6 5,5 
2 vital 5,5 5,0 4,7 4,5 
3 nekrotisch 6,3 6,0 4,7 5,0 
4 nekrotisch 5,6 6,6 4,7 4,5 
5 vital 5,1 5,1 3,9 4,5 
6 vital 5,7 5,7 3,9 4,1 
7 vital 5,7 5,8 4,6 4,2 
8 vital 5,6 5,7 5,0 4,8 
9 vital 4,7 5,4 4,4 4,0 
















1 vital 1 7 0 0 
2 vital 2 3 0 0 
3 nekrotisch 0 4 1 0 
4 nekrotisch 19 17 0 0 
5 vital 13 23 0 0 
6 vital 0 0 0 0 
7 vital 3 3 0 1 
8 vital 0 1 0 0 
9 vital 1 0 0 0 
Tabelle 16: Anzahl der länger als 30 Sekunden am Endothel anhaftenden angefärbten 
















1 vital 15 9 123 15 
2 vital 2 1 25 6 
3 nekrotisch 22 24 14 5 
4 nekrotisch 0 0 30 28 
5 vital 5 5 22 13 
6 vital 6 2 13 6 
7 vital 1 4 19 10 
8 vital 1 1 19 4 
9 vital 35 13 18 19 
Tabelle 17: Anzahl der durchgeflossenen angefärbten Thrombozyten in 60 Sekunden in 

















1 nekrotisch 155,0 185,6 155,8 204,5 
2 nekrotisch 0 0 186,5 148,1 
3 nekrotisch 182,7 160,0 132,6 176,3 
4 vital 65,8 160,6 172,3 208,0 
5 vital 179,6 182,8 213,0 173,8 
6 nekrotisch 60,0 - 162,2 122,5 
7 vital 180,0 193,2 152,9 183,1 
8 vital 164,7 177,3 196,7 161,3 
9 vital 181,3 213,2 192,4 215,0 
10 vital 180,9 194,6 166,2 172,1 

















1 nekrotisch 5,4 5,0 4,4 5,6 
2 nekrotisch - - 4,8 4,9 
3 nekrotisch 5,6 5,5 5,1 5,0 
4 vital 5,6 5,4 4,3 4,6 
5 vital 5,5 5,5 5,2 5,5 
6 nekrotisch 4,9 - 4,6 4,8 
7 vital 5,7 5,2 5,0 5,0 
8 vital 4,6 4,9 4,1 3,9 
9 vital 5,6 6,0 5,4 5,8 
10 vital 5,6 5,5 4,8 5,0 

















1 nekrotisch 0 0 0 0 
2 nekrotisch 1 1 0 0 
3 nekrotisch 0 3 1 0 
4 vital 4 2 0 0 
5 vital 0 0 0 0 
6 nekrotisch 0 4 0 0 
7 vital 0 0 0 0 
8 vital 1 0 0 0 
9 vital 8 7 0 0 
10 vital 5 6 0 0 
Tabelle 20: Anzahl der länger als 30 Sekunden am Endothel anhaftenden angefärbten 
















1 nekrotisch 4 1 16 6 
2 nekrotisch 0 0 4 1 
3 nekrotisch 25 27 16 4 
4 vital 3 1 15 5 
5 vital 0 0 0 0 
6 nekrotisch 6 5 9 7 
7 vital 15 11 84 39 
8 vital 14 14 20 16 
9 vital 0 0 14 6 
10 vital 11 12 8 13 
Tabelle 21: Anzahl der durchgeflossenen angefärbten Thrombozyten in 60 Sekunden in 




9.5.1 Funktionelle Kapillardichte 
 
Abbildung 37: Durchblutete Kapillaren durch FITC-Dextran-markiertes Plasma sichtbar. 
 
Abbildung 38: Durchblutete Kapillaren durch FITC-Dextran-markiertes Plasma sichtbar. 




Abbildung 39: Gestautes Gefäß, das von der Injektion des FITC-Dextran nicht erreicht 
wurde.  
9.5.2 Adhärente Thrombozyten 
 




Abbildung 41: Adhärente markierte Thrombozyten in den Kapillaren im Lappenzentrum 
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9.5.3 Fließende Thrombozyten 
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